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SOMMAIRE 
La cartographie peptidique utilisant une enzyme protéolytique est un outil 
bioanalytique souvent utilisé afin de caractériser les protéines par l'identification des 
anomalies d'un acide aminé constituant un peptide. Par contre, le plus gros désavantage 
d'une enzyme protéolytique soluble est son autoprotéolyse donnant des pics non voulus 
sur la carte peptidique. Afin d'éviter cela, les enzymes protéolytiques insolubles sont 
utilisées. La réduction du temps de digestion, sa stabilité, sa réutilisabilité et la possibilité 
de les mettre en format microréacteur sont d'autres avantages des enzymes insolubles. 
Les travaux précédents ont démontré qu'il est possible de rendre la trypsine 
insoluble par réticulation polymérique avec le glutaraldéhyde. Ce travail vise de 
développer une telle méthode pour la chymotrypsine et de développer .des microréacteurs 
à phase solide pour la caractérisation des protéines. Des microréacteurs de taille 
capillaire sont alors fabriqués, hors ligne et en ligne, par l'aminosilanisation avec le 3-
aminopropyltriéthoxysilane suivie de la réticulation in-situ de l'enzyme avec le 
glutaraldéhyde afin d'obtenir, rapidement et efficacement, des cartes peptidiques 
reproductibles. Les cartes peptidiques de l 'hémoglobine humaine obtenues par 
électrophorèse capillaire et quelques unes obtenues par spectrométrie de masse sont alors 
. présentées pour évaluer leur efficacité. 
Quelques études préliminaires pour l'amélioration de l'activité spécifique de la 
trypsine réticulée par l'utilisation de son inhibiteur réversible, le benzamidine, ainsi que 
des études sur la quantification du glutaraldéhyde sont aussi présentées. Les résultats 
obtenus prouvent qu'il a été possible de développer une méthode de réticulation de la 
chymotrypsine avec le glutaraldéhyde et que les procédures d' aminosilanisation et de 
réticulation d'enzyme in-situ proposées sont efficaces hors ligne et partiellement 
efficaces en ligne. Donc, plus d'études de développement sont nécessaires afin d'obtenir 
des cartes peptidiques efficaces en ligne. 
Mots-clés: cartographie peptidique, reticulation, glutaraldéhyde, trypsine, 
chymotrypsine, benzamidine, électrophorèse capillaire, spectrométrie de masse, 
micro réacteur. 
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ABSTRACT 
Peptide mapping using a proteolytic enzyme is a bioanalytical tool often used to 
characterize proteins by identifying post-translational modifications or amino acid 
anomalies. However, the greatest disadvantage of a soluble proteolytic enzyme is its 
autoproteolysis, making the peptide map complex because of unwanted peaks. To avoid 
this, insoluble proteolytic enzymes are used. A reduced digestion time, increased 
stability, reusability as weIl as its use in a microreactor format are also sorne of the other 
advantages of insoluble enzyme. 
Previous work has shown that it is possible to insolubilize trypsin via a polymeric 
reticulation with glutaraldehyde. The present research aims to develop a similar method 
for the crosslinking of chymotrypsin while developing simple, microscale solid-phase 
devices for applications in prote in characterization. Therefore, capillary-sized 
microreactors prepared by aminosilanization using 3-aminopropyltriethoxysilane 
followed by in-situ glutaraldehyde-enzyme cross-linking were fabricated with the goal to 
obtain, quickly and efficiently, reproducible peptide maps. Human haemoglobin peptide 
maps obtained by capillary electrophoresis, as weIl as by mass spectrometry in a few 
. cases, are presented in order to show its efficiency. 
In order to improve the specific activity of crosslinked trypsin, benzamidine, a 
reversible trypsin inhibitor, was used and sorne preliminary results are shown. Sorne 
studies featuring the quantification of unreacted glutaraldehyde are also presented. 
Results obtained proved that it was possible to develop a method for the insolubilization 
of chymotrypsin with glutaraldehyde and that the procedures shown for the 
aminosilanization and the in-situ reticulation, inside the capillary wall s, were effective 
oflline and, partially effective, online. These studies require further investigation in order 
to obtain more effective peptide maps using microreactors prepared online. 
Keywords: peptide mapping, crosslinking, glutaraldehyde, trypsin, chymoytrpsin, 
benzamidine, capil/ary electrophoresis, mass spectrometry, microreactor. 
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CHAPITRE 1 
Introduction et théorie 
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1.1 Protéines 
Les protéines ou plutôt les acides aminés qui constituent celles-ci font partie de la 
grande classe des biomolécules avec les acides nucléiques, les polysaccharides et les 
lipides. Elles constituent un groupe diversifié ayant des propriétés intéressantes et sont 
souvent utilisées pour plusieurs applications reliées aux domaines de la biologie et de la 
chimie. En fait, les protéines, notamment les enzymes, jouent des rôles très importants 
dans le fonctionnement des organismes vivants via des réactions biochimiques. 
Il existe plusieurs classes d'enzymes. Par contre, ce sont les protéases, 
notamment la trypsine et la chymotrypsine, qui seront étudiées dans ce cas-ci. Les 
protéases font la protéolyse en hydrolysant les liens peptidiques entre les acides aminés 
de la chaîne polypeptidique constituant une protéine donnée. La trypsine (EC 3.4.21.4) et 
la chymotrypsine (EC 3.4.21.1) sont des protéases bien connues notamment pour leur 
spécificité envers leurs substrats. En fait, la trypsine (EC 3.4.21.4) clive le lien 
peptidique du côté C-terminal de la lysine (K) et de l'arginine (R) de ses substrats, tandis 
que la chymotrypsine (EC 3.4.21.1) clive du côté C-terminal des acides aminés 
aromatiques, tels que la tyrosine (Y), la phénylalanine (F) et la tryptophane (W), mais 
clive aussi du côté C-terminal de la leucine (L). La trypsine et la chymotrypsine 
possèdent la même triade catalytique montrée à la figure 1. 
~r . . 0,,.0-.. C Jlœ 
Figure 1. Triade catalytique de la chymotrypsine[l] 
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Par contre, dans le cas de la chymotrypsine, les groupements aromatiques de F, W et Y se 
glissent aisément dans sa poche hydrophobique située près de la triade catalytique. Pour 
ce qui est de la trypsine, elle contient un résidu anionique, l'acide aspartique (D), dans la 
poche de spécificité qui attire les chaînes latérales cationiques de K et R afin de former 
des ions pairés avec le résidu de D[2]. En fait, en clivant leurs substrats aux endroits 
spécifiques de la chaîne peptidique de la protéine en question, il est alors possible 
d'obtenir une carte peptidique de la protéine en utilisant une méthode de séparation 
adéquate. 
1.2 Cartographie peptidique 
La cartographie peptidique utilisant une enzyme protéolytique est un outil 
. bioanalytique souvent utilisée pour caractériser les protéines en donnant la possibilité 
d'identifier les modifications post-translationnelles ou des anomalies quant à la chaîne 
peptidique. Une variation quelconque de la carte peptidique, telle que le changement de 
temps de migration d'un seul pic, peut indiquer une modification ou une substitution d'un 
ou plusieurs acides aminés[3, 4]. Ce changement devient surtout important lors de la 
détection d'une maladie qui provient d'une modification de la protéine. La cartographie 
peptidique comporte trois étapes: 1) la dénaturation de la protéine, 2) son clivage par une 
enzyme et 3) la séparation des peptides obtenus. Les meilleurs exemples pour illustrer 
son utilité sont les études faites par Ingram lors des années 50 lorsqu'il a démontré que la 
carte peptidique de l'hémoglobine d'un patient atteint d'une anémie différenciait de 
l'hémoglobine d'un patient en santé[5, 6]. Par contre, le plus gros désavantage d'une 
enzyme protéolytique soluble est son autoprotéolyse donnant des pics non voulus et non 
reproductibles sur la carte peptidique la rendant ainsi difficile à interpréter. Afin d'éviter 
cela, les enzymes protéolytiques insolubles sont alors utilisées pour éliminer ces pics. 
1.2.1 En'lJ'mes insolubles 
Les enzymes protéolytiques insolubles sont utiles puisqu'elles ne donnent pas de 
pics d'autoprotéolyse à cause de l'augmentation de sa stabilité et la diminution de sa 
mobilité évitant alors sa capacité de s'autodigérer. De même, il y a aussi d'autres 
avantages à des enzymes insolubles tels que la possibilité d'utiliser une plus grande 
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quantité d'enzyme, améliorant alors le temps et l'efficacité de la réaction protéolytique, la 
réutilisabilité de l'enzyme insoluble, puisque sa séparation de son substrat est très facile, 
et la possibilité de mettre l'enzyme insoluble en format microréacteur. 
Durant les années, plusieurs méthodes d'insolubilisation d'enzyme ont été 
développées. En fait, les méthodes disponibles pour l'immobilisation d'enzyme peut être 
. divisées en deux classes générales : les méthodes chimiques, où il y a des liens covalents 
qui sont formés avec l'enzyme, et des méthodes physiques où il existe des interactions 
faibles entre le support et l'enzyme[7]. Ces dernières méthodes physiques incluent aussi 
l'encapsulation de l'enzyme ou son piégeage. Il suit que l'immobilisation d'une protéine 
par lien covalent est plus stable que celle par une simple adsorption physique[8]. 
Les protocoles pour l'immobilisation covalente d'enzymes commence souvent par 
une modification de la surface par une étape d'activation[7]. Le glutaraldéhyde (fig. 2) 
est souvent utilisé dans ces cas-ci, qu'il soit utilisé comme agent de réticulation[7, 9, 10] 
ou pour simplement insolubiliser l'enzyme[ll-13], notamment par le fait qu'il soit un 
dialdéhyde qui a une grande réactivité envers les amines primaires trouvés en abondance 
. dans les protéines. Le mécanisme de sa réticulation avec l'enzyme ainsi que les 
différentes formes de glutaraldéhyde en solution sont discutables. Quelques mécanismes 
sont suggérés par Betancor et al. pour l'immobilisation de protéines sur des supports 
activés via le glutaraldéhyde[14]. Migneault et al. suggèrent quelques mécanismes, tels 
que la condensation aldol et l'addition de type Michael, et démontrent quelques réactions 
possibles pour des différentes formes de glutaraldéhyde[15]. 
Figure 2. Structure du glutaraldéhyde 
L'immobilisation d'enzymes sur des billes de verre ou un support solide 
quelconque est la méthode la plus connue. Porter et al. utilisent des enzymes 
immobilisées sur des billes de verres poreuses, telles que la pepsine, la trypsine et la 
chymotrypsine, pour démontrer la capacité de digestion de certaines protéines extraites de 
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sources végétales et animales[16]. Bonneil et al. démontrent l'efficacité d'un 
. microréacteur fait à partir de la trypsine immobilisée sur des billes de verres poreuses 
pour la cartographie peptidique[17]. Hu et al. immobilisent la pepsine sur des 
microsphères de poly(méthyacrylate de méthyle) de façon à obtenir une activité optimale 
de 50% de celle de la pepsine libre[18]. Shukla et Devi utilisent le copolymère 
d'acrylamide et de méthacrylate de 2-hydroxyéthyl comme support pour l'immobilisation 
de pepsine pour ensuite l'appliquer pour l'hydrolyse de la caséine[19]. Geng et al. 
immobilisent la trypsine sur une couche de phosphate de y-zirconium[9] pour profiter de 
cette surface inorganique qui comporte plusieurs avantages tels que des bonnes propriétés 
mécaniques, la stabilité thermique et la résistance contre des attaques microbiales et 
contre des solvants organiques[lO]. Des telles surfaces sont donc utiles pour des 
applications liées à la catalyse, les semi-conducteurs, les échangeurs d'ions, les appareils 
et les récepteurs pour l'emmagasinage d'énergie. En fixant des espèces biologiquement 
actives à des matériaux inorganiques, on combine alors la grande sélectivité des réactions 
.enzymatiques avec les propriétés mécaniques et chimiques du support[20]. 
En simplement immobilisant l'enzyme sur un support solide la rendant insoluble, 
l'enzyme peut alors être simplement enlevée par filtration ou centrifugation n'importe 
quand durant la réaction de digestion. Habeeb insolubilise la trypsine par le 
glutaraldéhyde en réticulant cette dernière dans un réseau intermoléculaire où l'ajout du 
sulfate d'ammonium solide était parfois nécessaire pour obtenir un précipité[ll]. Jansen 
et al., quant à eux, démontrent leurs méthodes de la réticulation de la a-chymotrypsine 
. ainsi que quelques autres enzymes où la température du milieu de réaction a été baissée 
jusqu'à O°C était pour avoir l'insolubilisation de la chymotrypsine[12]. De plus, Rajput 
et Gupta utilisent le glutaraldéhyde pour créer un coagrégat de trypsine et de 
chymotrypsine. En fait, la coagrégation de deux enzymes est intéressante puisqu'un tel 
agrégat combine les avantages d'une agrégation chimique avec la coimmobilisation[13]. 
Le plus gros avantage de l'agrégation chimique sur la liaison des enzymes sur un support 
insoluble est que le support solide ajoute un volume important au réacteur qui est réduit 
énormément lors de l'agrégation[21]. Migneault et al. font la comparaison entre deux 
techniques d'immobilisation avec le glutaraldéhyde, soient une avec des billes de verres 
poreuses activées comme support solide pour le couplage covalent à la trypsine et une 
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sans support solide où la trypsine est directement réticulée avec le glutaraldéhyde, 
préparées à la température de la pièce et qui semblent être efficaces[22]. 
En fait, le support ainsi que l'agent de réticulation utilisés déterminent l'activité 
spécifique des enzymes immobilisées. Le support solide ne devrait pas bloquer le site 
actif de l'enzyme l'empêchant alors de se lier à son substrat et ensuite diminuer l'activité 
catalytique de l'enzyme. Lors de l'utilisation d'un agent de réticulation tel que le 
glutaraldéhyde, le choix des ratios d'enzyme-glutaraldéhyde ainsi que leurs 
concentrations fmales sont critiques puisque l'insolubilisation de l'enzyme doit seulement 
causer une distortion minimale de sa structure afin de garder son activité.catalytique[15]. 
1.2.2 Les microréacteurs 
Les microréacteurs peuvent être utilisés pour différentes applications, telles que 
l'amélioration de la détection des produits par la production de produits plus absorbants 
ou par préconcentration[23, 24], la détermination des substrats et des inhibiteurs[25-27] 
et la cartographie peptidique[28-37]. Dans cet ordre d'idée, des microréacteurs à base 
d'enzymes immobilisées couplés à l'électrophorèse capillaire ont été fabriqués pour, 
notamment, répondre aux besoins de miniaturisation et d'automatisation. 
En fait, plusieurs modèles de microréacteurs pour la cartographie peptidique 
couplés à l'électrophorèse capillaire ont été développés dans les dernières années. En 
général, les modèles en ligne possèdent les éléments tels que figurés dans le schéma 
suivant. 
Â Teflon Interface 
GaSpremlr8 
Transfer 
= 
Figure 3. Schéma illustrant les digestions protéiques en ligne[36] 
Un certain volume d'un échantillon de protéine est alors injecté à l'aide d'une pression 
-gazeuse (par azote ou argon) dans un capillaire de transfert ce qui l'amène ensuite vers le 
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microréacteur contenant de l'enzyme immobilisée. C'est alors dans ce microréacteur que 
s'effectue la digestion enzymatique. Les peptides sont ensuite dirigés vers le capillaire de 
séparation du système d'électrophorèse capillaire où s'effectue la séparation. 
Bonneil [ 17] a développé un microréacteur fait à partir de la trypsine immobilisée 
sur des billes de verres poreuses (CPG) montré à la figure 4. 
/ 
Transfer capillary 
(20 cm x 250 Jlm i.d.) 
0.5-ml Collection vial 
digest 
Transfer caplllary 
(20 cm x 530 Ilm I.d.) 
Teflon tublng (1/16' o.d.) 
Ar~~======~========~, 
Protein sam pie (40 Jll) 
Water circulation al 
37°C 
Mlcroreactor 
(28 cm x 530 ~Im i.d. 
Teflon sleeve 
Figure 4. Diagramme du montage de la digestion dans le microréacteur de trypsine 
immobilisée sur des billes de verres poreuses (CPG)[ 17] 
Ce microréacteur sera le point de départ des études faites pour les microréacteurs (chap. 
6). 
1.2.3 La cinétique des en7J'mes 
Les études cinétiques sont très importantes lors de la caractérisation des enzymes. Elles 
peuvent fournir plusieurs informations telles que l'affinité des substrats et des inhibiteurs 
envers une enzyme, le taux catalytique maximal d'une enzyme et les mécanismes 
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catalytiques peuvent être déduits. Les infonnations recueillies lors des études cinétiques 
servent surtout à la compréhension du rôle de l'enzyme lors des processus biologiques. 
L'activité cinétique est étudiée lors de la fonnation de complexes enzyme-
substrat. Pour une enzyme à un simple substrat, sa réaction est la suivante: 
E+S~E·S-.E+P (1) 
où E est l'enzyme, S est le substrat, E . S est le complexe enzyme-substrat et P est le 
produit de la réaction. La concentration du complexe E . S fonné détermine le taux de la 
réaction puisqu'il est le réactant lors de la conversion du substrat. Donc, le taux de la 
réaction atteint un maximum lorsque toute l'enzyme disponible fonne le complexe E . S. 
On obtient facilement cette situation à des concentrations élevées de substrat où l'enzyme 
est alors saturée avec le substrat. 
V max •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 
v 
1/2V
max 
[8] 
Figure 5. Courbe de Michaelis-Menten[38] 
En mesurant la vitesse initiale, donc un changement de signal en fonction du temps, à 
différentes concentrations de substrats, il est alors possible de tracer la courbe de 
Michaelis-Menten (Figure 5) en portant les vitesses initiales obtenues en fonction de leurs 
concentrations de substrat correspondantes. L'équation suivante décrit la relation 
observée sur la courbe de Michaelis-Menten : 
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v = CV max [S]) / (KM + [S]) (2) 
où v est la vitesse de la conversion du substrat en produit à une concentration de substrat 
donnée, V max est la vitesse maximale de la réaction enzymatique (atteinte lorsque toute la 
quantité d'enzyme aurait complexé avec le substrat) et KM est la constante de Michaelis-
Menten. En fait, KM est définie comme la concentration de substrat à laquelle la vitesse 
réactionnelle maximale (V max) est à sa moitié. Cette dernière est atteinte lorsqu'il Y a 
saturation de l'enzyme par le substrat. Donc, si l'enzyme possède une petite valeur de 
KM, cela veut dire qu'elle atteint son activité catalytique maximale à des basses 
concentrations de substrats. L'amplitude de KM varie énormément sur l'identité de 
l'enzyme ainsi que la nature du substrat. Elle est aussi en fonction de la température et 
du pH[2]. 
La concentration d'une solution d'enzyme est souvent donnée en unité 
internationale d'activité (U. I.), qui représente la conversion d'un micromole de substrat 
par minute, par unité masse (mg) d'enzyme. L'activité spécifique d'une enzyme est 
définie comme une unité internationale d'activité par unité de masse d'enzyme à une 
température et à un pH donnés. Elle est souvent utilisée pour déterminer la pureté d'une 
enzyme, i.e. plus l'activité spécifique d'une enzyme est élevée, plus elle est pure. Pour la 
trypsine, le T AME (ester de méthyle de N-a p-Tosyl-L-arginine), un substrat artificiel de 
la trypsine, est souvent utilisé pour mesurer son activité spécifique puisqu'il est facile de 
mesurer son changement d'absorbance ultraviolette lors de son hydrolyse en TA (N-ap-
Tosyl-L-arginine) par l'enzyme. 
TAME --+ TA + MeOH (4) 
Une molécule de méthanol (MeOH) est alors libérée lors de la réaction enzymatique 
précédente. Puisque le TA absorbe à 247 nm, la réaction d'hydrolyse peut être suivie par 
spectrophotométrie UV et l'activité spécifique de la trypsine est alors calculée par 
l'équation suivante: 
A . " "fi dl' M247/tx1000xV ctIvlte speci Ique e a trypsme = -------
540xm 
(5) 
où I1A247 est la variation d'absorbance de la solution à 247 nm, t est l'intervalle de temps 
sur lequell'absorbance a été mesurée (min), 1000 est un facteur de conversion pour les 
unités utilisés, V est le volume de la réaction (mL), m est la masse d'enzyme (mg) et 540 
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M-1'cm-1 est le coefficient d'absorptivité molaire de TA à 247 nm. La chymotrypsine, à 
son tour, hydrolyse son substrat, le BTEE (ester d'éthyle de N-Benzoyl-L-tyrosine), un 
substrat artificiel de la chymotrypsine, de façon à donner du BT (N-Benzoyl-L-tyrosine) 
et une molécule d'éthanol (EtOH). 
BTEE -+ BT + EtOH (6) 
Son activité spécifique est donc définie par l'équation suivante : 
A .. , é'fi d 1 h . 11A256/txl000xV ctlvlte sp clIque e a c ymotrypsme = ------
964xm 
(7) 
où AA256 est la variation d'absorbance à 256 nm et 964 M-1'cm-1 est le coefficient 
d'absorptivité molaire de BT à 256 nm. 
1.2.4 Techniques d'analyses des fragments peptidiques 
La cartographie peptidique se fait essentiellement soit par chromatographie 
liquide à haute performance (HPLC)[39-42] ou par électrophorèse capillaire (CE)[22, 32, 
33, 35, 42-44]. Par contre, le CE est parfois plus attirant puisque cette technique de 
séparation offre une simplicité, une rapidité et une grande efficacité de séparation en 
requérant moins d'échantillon et de solvant que la HPLC[17]. Le petit diamètre interne 
du capillaire utilisé pour le CE permet une très petite diffusion comparée à celle obtenue 
par HPLC, donc il est possible d'obtenir des pics beaucoup plus étroits. Par contre, un 
plus petit diamètre interne du capillaire pour le CE donne aussi un plus petit parcours du 
chemin optique lors de la détection par UV-vis comparativement au HPLC. Le CE 
possède alors une meilleure limite de détection que le HPLC en concentration. En fait, la 
spectrométrie de masse (MS) aussi est souvent utilisée pour l'identification des 
protéines[45-48] grâce à sa bonne résolution et à sa détection sensible envers des 
peptides. Donc, le couplage d'une technique de séparation à l'électronébulisation (ESI)-
MS permet alors l'identification de la protéine de qui proviennent les fragments 
peptidiques lorsque la détection MS en tandem est employée. Le MALDI 
(désorption/ionisation laser assistée par matrice)-MS, qui n'est généralement pas couplé à 
l'HPLC, est aussi utilisé pour l'analyse des peptides grâce à la cartographie 
massique[ 48]. Étant les techniques employées dans ce travail, seuls le CE et le MALDI-
MS seront décrits dans les sections suivantes. 
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1.2.4.1 Électrophorèse capillaire 
L'électrophorèse capillaire est une technique de séparation qui pennet la migration de 
particules chargées dans un milieu lors de l'application d'un champ électrique (fig. 4). 
Anode 
,....-------1 + Source _ 
courant 
tampon 
® 
® 09 
Flux électro-osmotique 
tampon 
Figure 6. Diagramme de l'électrophorèse capillaire[49] 
Cathode 
Il Y a deux phénomènes en électrophorèse qui définissent le mouvement des analytes dans 
le capillaire: l'électro-osmose et l'électrophorèse. L'électro-osmose est produit à cause 
de la fonnation d'une double couche électrique fonnée sur la paroi du capillaire due au 
. contact de la silice fondue avec le tampon. Ce dernier est indépendant des analytes 
injectés. L'électrophorèse, quant à elle, est produite à cause du mouvement des analytes 
chargés lors de l'application du voltage. Ce dernier est dépendant des analytes et du 
milieu. Le mouvement des analytes à travers le capillaire vient de la somme des deux 
derniers phénomènes. Donc, en modifiant la solution tampon utilisée (son pH ou sa 
composition) ou même le voltage appliqué, il est alors possible de modifier la séparation 
des analytes. 
Lors de ces études, cette dernière technique de séparation est significativement 
utilisée pour la séparation des peptides. Les acides aminés constituant un peptide sont 
tous constitués d'un groupement amine, d'un groupement acide carboxylique et une 
. chaîne latérale (R). 
# ••• _ ••• __ • _________________ ~,--------_._------------- ___ a"~ 
.' 
.' 
.' 
.' R1 :: 0 
.' 
.' 
.: H 
:. N 
N-tenninal +H3N :: 
. ' 
. ' 
. ' 
O' C-tenninal • 
Acide aminé 1 0:: 
: . 
R2 Acide aminé 2 
. ' 
" 
" 
" -----------------_._------- '._--------------------------, 
Figure 7. Structure d'un dipeptide 
• 
• 
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Un peptide fonné de deux ou plusieurs acides aminés possède, donc, un côté N-tenninal 
et un côté C-tenninal. Sachant que le groupement amine possède généralement un 
pKa-9-11 et que le groupement carboxylique possède un pKa-2, il est préférable de 
choisir un pH pour la séparation qui pennettrait de minimiser l'interaction des peptides 
avec le paroi du capillaire et qui pennettrait de bonnes séparations par électrophorèse 
capillaire. Le pH choisi pour faire les analyses est de 2.5[50]. 
1.2.4.2 Spectrométrie de masse (MALDJ-TOF/MS) 
Le MALDI «( Matrix-Assisted Laser DesorptioniJonization ») est une technique 
d'ionisation dite « douce », donc qui génère peu de fragmentations des ions analytes en 
phase gazeuse. Afin de générer une phase gazeuse constituée de molécules protonées, un 
grand excès de matrice est co-cristallisé avec des molécules d'analytes lorsqu'un volume 
d'un microlitre de ce dernier mélange est déposé sur une surface métallique le pennettant 
alors de sécher. La matrice solide est ensuite irradiée par de courtes impulsions laser 
provenant habituellement par de petits laser d'azote avec une longueur d'onde de 337 nm. 
La matrice utilisée absorbe la radiation émise et il y a alors dissociation de celle-ci et 
sublimation du mélange analyte-matrice (fig. 6). 
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Figure 8. Désorption laser avec matrice (MALDI)[51] 
En fait, la matrice utilisée est importante puisqu'elle est absorbe la radiation, donc 
l'énergie, émise par le laser ce qui occasionne ensuite la dissociation de la matrice. Cette 
dissociation rapide de la matrice libère des molécules neutres et d'analytes en phase 
gazeuse et produit une zone de plus haute pression près de la surface irradiée. Cette haute 
pression génère une expansion supersonique amenant avec elle les analytes désorbés. Il y 
alors transfert de proton à l'ion d'intérêt suite aux collisions générées. Les matrices 
diffèrent dans la quantité d'énergie qu'elles transfèrent aux biomolécules durant la 
désorption-ionisation, selon sa capacité d'absorber la lumière émise à la longueur d'onde 
utilisée, et donc le degré de fragmentation qu'elles imposent. Les matrices qui sont 
généralement utilisées pour des travaux avec les biomolécules sont l'acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique (a-CHCA) et l'acide dihydrobenzoïque (DHB). Par contre, la 
matrice de a-CHCA est préférée puisqu'elle apporte généralement la plus grande 
. sensibilité en MALDI[48]. 
L'analyseur de choix pour le MALDI est le TOF (temps d'envol) puisque le 
MALDI génère des impulsions courtes d'ions dans le vide. Les ions obtenus par 
l'impulsion laser sont accélérés avec une énergie cinétique fixe et se dirigent vers le tube 
d'envol. Les petits ions ont une plus grande vitesse et arrivent au détecteur avant les plus 
gros Ions. 
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Figure 9. Analyseur temps d'envol[52] 
1.2 Buts des études effectuées et approches expérimentales 
Les travaux précédents du groupe faits par Migneault et al. montrent l'efficacité 
de la trypsine réticulée par le glutaraldéhyde pour son utilisation pour la cartographie 
peptidique par CE muni d'un détecteur UV[15, 22, 42,50]. Bonneil a montré l'efficacité 
de son microréacteur, qui était couplé au système d'électrophorèse capillaire, rempli de 
billes de verre (CPG)-trypsine pour la cartographie peptidique[17, 30, 31]. 
Ce présent travail de recherche vise, tout d'abord, à développer une méthode de 
réticulation similaire à celle pour la trypsine, faite par Migneault[50], pour la 
chymotrypsine (Chap. 3) et aussi trouver un moyen pour améliorer l'activité de la 
trypsine réticulée (Chap. 4). L'activité enzymatique était aussi évaluée par essai 
spectroscopique comme décrit dans la section 1.2.2 et les cartes peptidiques des substrats 
étalons ont été faits par détection CE-UV. Ensuite, des études sur les méthodes de 
quantification du glutaraldéhyde seront faites (Chap. 5). Finalement, le développement 
d'un microréacteur à base d'enzyme réticulée par le glutaraldéhyde couplé au système 
d'électrophorèse capillaire sera fait pour la cartographie peptidique (Chap. 6). Quelques 
résultats par MALDI-MS sont aussi présentés. 
CHAPITRE 2 
Partie expérimentale 
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2.1 Produits chimiques 
L'hémoglobine humaine (HbA), l'anhydrase carbonique (CA), la trypsine bovine 
(traitée avec l'inhibiteur TPCK; activité ~ 10 000 BAEE U/mg de protéine), l'a-
chymotrypsine bovine (traitée avec l'inhibiteur TLCK; activité ~ 40 U/mg de protéine), 
l'ester de méthyle de N-ap-Tosyl-L-arginine (TAME), l'ester d'éthyle de N-Benzoyl-L-
tyrosine (BTEE), le phosphate de sodium monobasique mono hydraté, le phosphate de 
sodium dibasique heptahydraté, le bicarbonate d'ammonium, l'acide borique, le chlorure 
de sodium, la glycine, l'urée, l'hydroxyde de sodium, l'iodoacétamide (IAM), le 
dithiothréitol (DTT), le benzamidine, le 3-aminopropyltriéthoxysilane 99% (3-APTS) et 
le glutaraldéhyde 25% grade II (GA) proviennent de chez Sigma-Aldrich (St-Louis, MO, 
USA). Le tris(hydroxyméthyl)aminométhane (Tris) a été acheté chez Fluka (Oakville, 
ON, Canada). L'acide formique provient de chez Fisher Scientific (Ottawa, ON, Canada) 
et l'acide a-cyano-hydroxycinnamique (a-CHCA), purifié par recristallisation dans 
l'éthanol, provient de chez Sigma (St-Quentin-Fallavier, France). L'acide chlorhydrique 
provient de chez Anachemia (Montréal, QC, Canada). 
L'eau utilisée pour préparer toutes les solutions a été distillée et purifiée par 
filtration et déionisation avec un système multi-cartouche commercialisé par Millipore 
(Milford, MA, USA). La solution tampon utilisée pour l'électrophorèse capillaire a été 
filtrée avec des filtres en nylon de 0.2 J.1Il1 (Chromatographic Specialties, Brockville, ON, 
Canada). Le capillaire de séparation (non modifié, silice fondue, 50 J.1m d.i., 360 J.1Il1 
d.e.), les capillaires utilisés pour les micro réacteurs hors ligne (non modifié, silice fondue, 
530 J.1Il1 d.i., 800 J.1Il1 d.e.) avec des capillaires de transfert (non modifié, silice fondue, 
250 J.1Il1 d.L, 400 J.1Il1 d.e.) et les capillaires utilisés pour les microréacteurs en ligne (non 
modifié, silice fondue, 250 J.1Il1 d.i., 400 J.1Il1 d.e.) proviennent de chez Polymicro 
Technologies (Phoenix, AZ, USA). Les tubes de micro centrifugation utilisés (0.6, 1.5 et 
2.0 mL) et les tubes de PCR 0.2 mL proviennent de chez Fisher Scientific (Nepean, ON, 
Canada). 
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2.2 Instrumentation 
2.2.1 Spectrophotométrie d'absorption UV 
Les rendements des réactions de réticulation de la trypsine ainsi que de la 
chymotrypsine et leur activité spécifique ont été déterminés à l'aide d'un 
spectrophetomètre Cary 100 Bio UV-Visible de chez Varian (St-Laurent, QC, Canada) 
contrôlé par le logiciel Cary WinUV®. Les quantités de trypsine et de chymotrypsine 
restantes dans les surnageants ainsi que toutes les solutions de lavage ont été déterminées 
en utilisant la même méthode que Migneault[50]. Les mesures ont été prises entre 300 et 
280 nm à une vitesse de balayage de 10 nmImin (temps d'intégration: 0.6 s; intervalle de 
données: 0.1 nm). Les spectres de 4e dérivée ont été calculés à l'aide de l'algorithme de 
Savitsky-Golay inclus dans le logiciel (filtre: 15 points; intervalle de données: 0.3 nm). 
Toutes les mesures ont été faites en triplicata. 
L'activité catalytique de la trypsine (libre et réticulée) et de la chymotrypsine 
(libre et réticulée) ont été calculées en mesurant les vitesses d'hydrolyse initiales de leur 
substrat correspondant (le TAME et le BTEE respectivement) à des concentrations 
différentes en gardant la quantité d'enzyme constante[53]. L'absorbance du TA (N-ap-
Tosyl-L-arginine), le produit d'hydrolyse du TAME, a été mesurée à 247 nm jusqu'à 
l'obtention d'un plateau à 25°C dans une solution tamponnée à pH 8.0. Son activité 
spécifique a été calculée avec l'équation 4 du Chap. 1. L'absorbance du BT (N-Benzoyl-
L-tyrosine), le produit d'hydrolyse du BTEE, a été mesurée à 256 nmjusqu'à l'obtention 
d'un plateau à 25°C dans des solutions tamponnées à plusieurs pH situés entre 6.9 et 8.5 
pour déterminer le pH optimal d'hydrolyse. Les activités spécifiques à différents pH ont 
été calculées avec l'équation 7 du Chap. 1 et ont été rapportées comme des pourcentages 
de l'activité maximale mesurée. Les paramètres cinétiques ont été déterminés à partir des 
courbes de Michaelis-Menten tracés par le logiciel Origin 6.0® (voir Figure 5 du Chap. 
1) . 
. 2.2.2 Électrophorèse capillaire 
Le système d'électrophorèse capillaire utilisé pour obtenir la séparation des 
peptides et pour les réactions de réticulation dans les microréacteurs en ligne est le 
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système P/ACETM MDQ (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) relié au logiciel 32 
Karat (version 5.0) et muni d'un détecteur UV ou LIF. 
Pour les séparatioQ.s, les capillaires utilisés possédaient une longueur totale de 60 
.cm et une longueur effective de 50 cm au détecteur (d.L = 50 Ilm). Les échantillons ont 
été injectés en appliquant une pression hydrodynamique de 0.5 psi pendant 5.0 secondes 
(volume injecté de 5 nL) et les séparations ont été faites en appliquant un voltage de 15 
kV. Les solutions utilisées (la solution tampon de séparation et les solutions pour les 
lavages) ont été préalablement filtrées par des filtres à seringues en Nylon de 0.2 1J.m. 
Pour les séparations des peptides et des acides aminés aromatiques avec détection 
par absorption UV à 200 nm, la solution tampon de séparation utilisée en UV a été 
préparée avec du phosphate de sodium monobasique 50 mM et ajusté au pH 2.5 à l'aide 
de l'acide phosphorique. Le capillaire a été rincé avec du NaOH 1 M, de l'eau, du HCI 1 
M, du HCI 0.1 M et ensuite avec la solution tampon de séparation avant chaque analyse 
(tel qu'indiqué en Annexe C). 
2.2.3 Spectrométrie de masse 
Les échantillons ont préalablement été purifiés et préconcentrés en utilisant des 
Zip TiPSCI8® de marque OMIX. L'acide a-cyano-hydroxycinnamique (a-CHCA), la 
matrice, a été dilué à 10 mg/mL dans une solution d'acétonitrile 50% contenant du TFA 
0.1 %. Les dépôts sur la plaque MALDI ont été faits par la méthode de goutte séchée (1 
JlL d'échantillon et 1 JlL de la solution de matrice). Les spectres MALDI ont été obtenus 
à l'aide de l'appareil de marque Waters MALDI Micro MX équipé d'un laser N2 à 337 
nm, en mode positif, entre mlz 700 et 7000. Le voltage d'accélération était de 15 kV. Le 
mode réflectron a été utilisé en combinaison avec l'extraction retardée (725 ns). Les 
spectres ont été traités avec le logiciel MassLynx version 4.0. 
2.2.4 Analyse de taille des particules par diffraction laser 
La détermination et la distribution de la taille des particules de trypsine et de 
chymotrypsine réticulées ont été mesurées par un système d'analyse de tailles de 
particules par diffraction laser à l'aide du système HORIBA Par/ica LA-950. Les 
enzymes réticulées de concentrations initiales d'environ 0.13 mM dans l'eau déionisée 
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ont été utilisées pour les mesures. Une vitesse de circulation de 10 ou de 15 mL/min a été 
utilisée avec une gamme de taille entre 0.010 et 3000 JlIIl. 
2.3 Procédures 
2.3.1 Trypsine libre 
2.3.1.1Études cinétiques 
Les solutions ont été préparées dans la solution tampon de Tris-HCl 50 mM 
contenant du CaClz 10 mM pH 8.0 dans des cuvettes en quartz. La cuvette utilisée 
comme blanc contenait 2.800 mL de T AME et 0.200 mL de solution tampon. La cuvette 
. utilisée comme test contenait 2.800 mL de solution de T AME et 0.200 mL de trypsine 
pour donner une concentration finale de 0.0332 J.LM. Les solutions de T AME utilisées 
possédaient des concentrations finales entre 0.1 et 0.7 mM. L'augmentation de 
l'absorbance à 247 nm en fonction du temps (intervalle de données: 0.05 s) a été mesurée 
à l'aide de la fonction Kinetics du logiciel Cary WinUV®. 
2.3.1.2 Digestion de HbA 
La même méthode de dénaturation de protéine que Migneault a été utilisée[22]. 
Huit mg de HbA a d'abord été dissout dans 0.800 mL de solution tampon ~HC03 400 
mM pH 8 contenant de l'urée 8 M. La protéine a alors été réduite lors de l'ajout de 0.120 
mL de DTT 45 mM (15 min, 50°C) et ensuite alkylée lors de l'ajout de 0.120 mL de !AM 
100 mM à l'obscurité (15 min, 22°C). 
Préalable à la digestion, la protéine dénaturée a été diluée à 2 mg/mL dans une 
solution tampon de ~C03 50 mM pH 8. Une solution de trypsine libre a été ajoutée 
pour obtenir un rapport massique final de 1 :25 enzyme:protéine et le mélange réactionnel 
a été incubé pendant 4 h à 37°C. Les peptides ont ensuite été conservés à -20°C après la 
réaction de digestion jusqu'à son analyse par CZE ou analysés immédiatement. 
2.3.2 Trypsine réticulée avec le glutaraldéhyde 
2.3.2.1 Réticulation de la trypsine avec le glutaraldéhyde 
Selon la procédure de réticulation de Migneau1t[22], 0.200 mL de la trypsine 1.3 
mM aq. a été ajoutée à 1.640 mL d'une solution tampon de NaH2P04 50 mM pH 6.8 dans 
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un tube de centrifugation de 2.0 mL. Ensuite, 0.235 mL d'une solution de GA 2.5% a été 
ajoutée goutte par goutte dans le milieu réactionnel et le mélange a été laissé à 22°C 
pendant 2 h. Il a ensuite été centrifugé à 327 x g (3000 rpm) pendant 2 min afin de 
séparer la trypsine réticulée des peptides trypsiques et 1.000 mL du surnageant, contenant 
les peptides, a été prélevé. Les solides ont ensuite été lavés avec 3 x 1 mL de solution 
tampon, 3 x 1 mL de NaCI 500 mM et 3 x 1 mL de solution tampon. Un volume de 
1.000 mL de glycine 200 mM a ensuite été ajouté au mélange réactionnel et laissé à 22°C 
pendant 3 h. Le mélange final a été centrifugé à 327 x g (3000 rpm) pendant 2 min, le 
surnageant a été prélevé et les solides ont alors été lavés avec 3 x 1 mL de solution 
tampon et 3 x 1 mL d'eau déionisée. La trypsine réticulée a été gardée dans l'eau 
déionisée à 4°C jusqu'à usage. 
2.3.2.2 Détermination du rendement de réticulation 
Les solutions de lavage et le surnageant récupéré avant l'ajout de la glycine ont 
été utilisées pour déterminer le rendement de la réaction de réticulation. La quantité de 
trypsine restante a été évaluée en effectuant une courbe d'étalonnage de solutions de 
trypsine libre de concentrations entre 0.1 et 0.5 mg/mL en utilisant la spectrophotométrie 
différentielle de 4e dérivée et en mesurant la différence d'absorbance du mélange 
réactionnel avant et après réticulation (voir section 2.2.1), et ce, dans les différentes 
solutions utilisées. 
2.3.2.3 Études cinétiques 
Les solutions ont été préparées dans la solution tampon Tris-HCI 50 mM 
contenant du CaCh 10 mM pH 8.0 dans une cuvette en quartz pour le blanc et dans un 
tube d'Eppendhorf de 2.0 mL avant son transfert dans une cuvette pour la solution test. 
Le blanc contenait 1.867 mL de TAME et 0.133 mL de solution tampon. Le test 
contenait 1.867 mL de solution de T AME et 0.133 mL de trypsine pour donner une 
concentration finale de 1.55 J..LM1. Les surnageants ont été prélevés et analysés à chaque 
deux minutes dans les cuvettes de quartz jusqu'à 20 minutes de réaction. Le mélange 
1 Le volume et la concentration de la trypsine réticulée ont été mesurés en considérant l'enzyme réticulée 
comme un soluté en suspension dans son milieu aqueux. Le volume indiqué est pipetté en agitant la 
suspension et en prélevant rapidement le volume voulu. 
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réactionnel a été agité entre les mesures pour assurer la suspension de l'enzyme en 
solution. Les solutions de T AME utilisées possédaient des concentrations finales entre 
0.1 et 0.9 mM. L'augmentation de l'absorbance à 247 nm a été mesurée à l'aide de la 
fonction Simple Reads du logiciel Cary WinUV®. 
2.3.2.4 Digestion de HbA 
Les mêmes procédures de dénaturation et de digestion ont été utilisées que dans la 
partie 2.3.1.2 où la trypsine réticulée est ajoutée. Le mélange réactionnel a ensuite été 
centrifugé à 327 x g (3000 rpm) pendant 2 min et les surnageants contenant les peptides 
ont ensuite été conservés à -20°C jusqu'à son analyse par CZE ou analysés 
immédiatement. 
2.3.3 Trypsine modifiée avec l'inhibiteur benzamidine et réticulée avec le 
glutaraldéhyde 
2.3.3.1 Inhibition de la trypsine et réticulation de la trypsine inhibée avec le 
glutaraldéhyde 
Des procédures d'inhibition et de réticulation similaires à celle de Beaven et 
Gratzer[54] ont été développées. 
A) Lors des études préliminaires, la procédure suivante a été utilisée: 0.200 mL d'une 
solution de trypsine 3.32 mg/mL a été ajoutée à 1.599 mL d'une solution tampon de 
phosphate ou de carbonate ayant des pH variant de 6.8 à 10.7. Ensuite, 0.251 mL d'une 
solution de benzamidine 0.0998 mM a été ajoutée au mélange. Finalement, 0.025 mL de 
glutaraldéhyde 2.5% a été ajouté au mélange et le mélange a été laissé réagir pendant 2 h 
à 22°C. 
B) Lors des études faites par Santiagos[55], la procédure suivante a été utilisée: 0.200 
mL d'une solution de trypsine -30 mg/mL et 0.251 mL d'une solution de benzamidine 
998 mM ont été ajoutées dans une solution tampon de phosphate 50 mM pH 8.5 et de 
carbonate 0.5% pH 10.5. Le mélange a été réagi pendant 30 min à 22°C. Ensuite, 0.025 
mL de glutaraldéhyde 2.5% a été ajouté et le mélange a été réagi pendant 2 h à 22°C. Le 
mélange a été centrifugé à 327 x g (3000 rpm) pendant 2 min et le surnageant a été 
prélevé pour analyse. Le mélange a été lavé avec 3 x 1 mL de solution tampon, 3 x 1 mL 
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d'eau et 3 x 1 mL de solution tampon. Un volume de 1.000 mL de glycine 200 mM a été 
ajouté au mélange et le mélange a été réagi pendant la nuit à 22°C. Le mélange a 
finalement été centrifugé et le surnageant a été enlevé. Le mélange a été lavé avec 3 x 1 
mL de solution tampon et 2 x 1 mL d'eau. 
2.3.3.2 Digestion de HbA 
Les mêmes procédures de dénaturation et de digestion ont été utilisées que dans la 
partie 2.3.1.2 où la trypsine modifiée a été ajoutée. Le mélange réactionnel a ensuite été 
centrifugé à 327 x g (3000 rpm) pendant 2 min et les surnageants contenant les peptides 
ont ensuite été conservés à -20°C jusqu'à leurs analyses par CZE. 
2.3.4 Chymotrypsine libre 
2.3.4.1 Études cinétiques 
Les solutions ont été préparées dans une solution tampon de Tris-HCI 80 mM 
contenant du CaCh 100 mM pH 7.8 dans des cuvettes de quartz. Le blanc contenait 
0.933 mL de solution de BTEE et 1.067 mL de solution tampon. La solution test 
contenait 0.933 mL de solution de BTEE, 1.000 mL de solution tampon et 0.067 mL de 
solution de chymotrypsine pour donner une concentration fmale d'enzyme de 0.0169~. 
Les solutions de BTEE utilisées possédaient des concentrations finales entre 0.1 et 1.0 
mM. L'augmentation de l'absorbance à 256 nm a été mesurée à l'aide de la fonction 
Kinetics du logiciel Cary WinUV®. 
2.3.4.2 Digestion de HbA 
Les mêmes procédures de dénaturation et de digestion ont été utilisées que dans la 
partie 2.3.1.2 où la solution tampon de Tris-HCI100 mM avec du CaCh 10 mM pH 7.8 a 
été utilisée et la chymotrypsine libre a été ajoutée. Les peptides ont ensuite été conservés 
à -20°C après la réaction de digestion jusqu'à son analyse par CZE. 
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2.3.5 Chymotrypsine réticulée avec le glutaraldéhyde 
2.3.5.1 Réticulation de la chymotrypsine avec le glutaraldéhyde 
Une procédure de réticulation similaire à celle de Migneault et al. [22] a été 
dévelopée. Une étude sur les conditions d'immobilisation, notamment le pH de 
réticulation, le rapport glutaraldéhyde:chymotrypsine et le pH d'hydrolyse de la 
chymotrypsine, ont permis le développement de la méthode optimale pour la réticulation 
de la chymotrypsine. Pour ce faire, 0.200 mL de la chymotrypsine 1.3 mM a été ajouté à 
une solution tampon de pH varié entre 2.2 et 8.8. Un volume de glutaraldéhyde 2.5% aq. 
a été ajouté goutte à goutte à la solution de chymotrypsine afin d'avoir des rapports de 
1 :25 à 1 :500 chymotrypsine:glutaraldéhyde (mol:mol) sous agitation douce. Le mélange 
a été laissé pendant 2 h à 22°C La solution a été centrifugée à 327 x g (3000 rpm) 
pendant 2 min et 1.000 mL du surnageant a été conservé afin d'analyser la quantité de 
chymotrypsine restante par spectrophotométrie uv. Les solides ont ensuite été lavés 
avec 3 x 1 mL de solution tampon, 3 x 1 mL de NaCI 500 mM et 3 x 1 mL de solution 
tampon. Un volume de 1.000 mL de glycine 200 mM a ensuite été ajouté au mélange 
réactionnel et laissé à 22°C pendant 3 h. Le mélange final a été centrifugé à 327 x g 
(3000 rpm) pendant 2 min, le surnageant a été prélevé et les solides ont alors été lavés 
avec 3 x 1 mL de solution tampon et 3 x 1 mL d'eau déionisée. La chymotrypsine 
réticulée a été gardée dans l'eau déionisée à 4°C jusqu'à usage. 
2.3.5.2 Détermination du rendement de réticulation 
Les solutions de lavage et le surnageant récupéré avant l'ajout de la glycine ont 
été utilisées pour déterminer le rendement de la réaction de réticulation. La quantité de 
chymotrypsine restante a été évaluée en effectuant une courbe d'étalonnage de solutions 
de chymotrypsine libre de concentrations entre 0.1 et 0.5 mg/mL en utilisant la 
spectrophotométrie différentielle de 4 e dérivée et en mesurant les différences 
d'absorbance du mélange réactionnel avant et après réticulation (voir section 2.2.1). 
2.3.5.3 Études cinétiques 
Les solutions ont été préparées dans une solution tampon de Tris-HCl 80 mM 
contenant du CaCh 100 mM pH 7.8 dans une cuvette en quartz pour le blanc et dans un 
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tube d'Eppendhorf de 2.0 mL avant son transfert dans une cuvette pour la solution test. 
Le blanc contenait 0.933 mL de solution BTEE et 1.067 mL de solution tampon. Le test 
contenait 0.933 mL de solution BTEE, 1.000 mL de solution tampon et 0.067 mL de 
chymotrypsine réticulée pour donner une concentration finale de 1.7 J..LM2. Les 
surnageants ont été prélevés et analysés à chaque deux minutes dans les cuvettes de 
quartz jusqu'à 10 minutes de réaction. Le mélange réactionnel a été agité entre les 
mesures pour assurer la suspension de l'enzyme en solution. Les solutions de BTEE 
utilisées possédaient des concentrations finales entre 0.5 et 2.5 mM. L'augmentation de 
l'absorbance à 256 nm a été mesurée à l'aide de la fonction Simple Reads du logiciel 
Cary WinUV®. 
2.3.5.4 Digestion de HbA 
Les mêmes procédures de dénaturation et de digestion ont été utilisées que dans la 
partie 2.3.1.2 où une solution tampon de Tris-HCI100 mM avec du CaCh 10 mM pH 7.8 
a été utilisée et la chymotrypsine réticulée a été ajoutée. Le mélange réactionnel a ensuite 
été centrifugé à 327 x g (3000 rpm) pendant 2 min et les surnageants contenant les 
peptides ont ensuite été conservés à -20°C jusqu'à son analyse par CZE. 
2.3.6 Chymotrypsine réticulée avec le glutaraldéhyde dans le microréacteur hors 
ligne 
Le microréacteur hors ligne utilisé consiste d'un capillaire de silice fondue non 
désactivée possédant un diamètre interne de 530 JlIll et une longueur totale de 15 à 20 cm 
(volume de 30 à 40 J.1L). Le montage suivant a été utilisé pour l'injection des solutions 
utilisées pour toutes les réactions (i.e. réticulation et digestion) et les lavages hors ligne. 
Toutes les solutions ont été injectées en utilisant des pressions d'argon nécessaires 
appliquées à un vial muni d'un capillaire de transfert trempé dans la solution à injecter 
(fig. 8). 
2 Le volume et la concentration de la chymotrypsine réticulée ont été mesurés en considérant l'enzyme 
réticulée comme un soluté en suspension dans son milieu aqueux. Le volume indiqué est pipetté en agitant 
la suspension et e prélevant rapidement le volume voulu. 
Figure 10. Montage du microréacteur hors ligne 
2.3.6.1 Réticulation de la chymotrypsine dans le microréacteur 
microréacteur 
T en Teflon 
entrée d'Ar 
solution à 
injecter 
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Dans un capillaire de 15 cm muni d'un frit à la sortie du capillaire et 
préalablement collé à 10 cm d'un capillaire de transfert, un mélange de 100 ilL d'une 
solution de chymotrypsine 1.3 mM aq. et de 195 ilL d'une solution de glutaraldéhyde 
2.5% préparée dans une solution tampon de CH3COOHlCH3COONa de pH 5.5 a été 
injecté rapidement peu après avoir mélangé les deux solutions. La réaction a été laissé 
pendant la nuit à 22°C. Un deuxième frit a alors été ajouté à l'entrée du microréacteur. 
Le microréacteur a ensuite été lavé avec la solution tampon de pH 5.5, une solution de 
glycine 200 mM, la solution tampon et de l'eau. L'eau a ensuite été injectée afin de 
remplir le capillaire et le microréacteur a été gardé à 4°C jusqu'à usage. 
2.3.6.2 Immobilisation de la chymotrypsine réticulée au microréacteur 
Une méthode d'immobilisation (e.g. ancrer) de la chymotrypsine réticulée avec le 
glutaraldéhyde a été développée en suivant la procédure d'immobilisation de Torabi et 
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al. [56] avec quelques modifications. Tout d'abord, le 3-aminopropyltriéthoxysilane 10% 
v/v préparé dans une solution tampon de CH3COOHlCH3COONa 50 mM pH 4.0 a été 
injecté afin de remplir le capillaire de 20 cm et ce dernier a été laissé dans une étuve à 
75°C pendant 4 h. Le microréacteur a alors été lavé avec de l'eau en injectant environ 
200 JlL de cette dernière. Les solutions de glutaraldéhyde et de chymotrypsine de 
différentes concentrations ont ensuite été injectées afin de remplir le capillaire et laissées 
réagir pour différentes périodes de temps. Le microréacteur a alors été lavé avec une 
solution tampon de CH3COOHlCH3COONa 50 mM pH 5.5, du NaCI 500 mM et avec la 
solution tampon précédente encore. Une solution de glycine 200 mM a ensuite été 
. injectée et laissée réagir à 22°C pendant 2 h. Le microréacteur a finalement été lavé et 
rempli avec de l'eau et gardé à 4°C jusqu'à usage. 
2.3.6.3 Digestion de HbA 
La même procédure de dénaturation a été utilisée que dans la partie 2.3.1.2. 
Préalable à la digestion, la protéine a été diluée à 2 mg/mL dans une solution tampon de 
Tris-HCl 100 mM avec du CaCh 10 mM pH 7.8. La solution de HbA a alors été injectée 
dans le microréacteur afin de remplir le capillaire et laissée réagir pour différentes 
périodes de temps à 22°C. Les peptides ont alors été récupérés dans un tube de 
microcentrifugation de 0.6 mL et ont ensuite été conservés à -20°C jusqu'à son analyse 
parCZE. 
2.3.7 Chymotrypsine réticulée avec le glutaraldéhyde dans le microréacteur en ligne 
Le microréacteur en ligne utilisé consiste d'un capillaire de silice fondue non 
désactivée possédant un diamètre interne de 250 Jlm et une longueur totale de 60 cm. Le 
tout est installé dans une cartouche du système d'électrophorèse capillaire utilisé. 
Les solutions utilisées pour les réactions et les lavages sont injectées par le 
système d'électrophorèse capillaire telles que détaillées dans les sections suivantes et une 
autre cartouche possédant un capillaire de diamètre interne de 50 Jlm a été utilisée pour la 
séparation des peptides. 
2.3.7.1 Immobilisation de la chymotrypsine réticulée aU microréacteur 
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La même procédure qu'à la section 2.3.6.1 a été utilisée mais modifiée pour son 
usage avec le système d'électrophorèse capillaire. Tout d'abord, le 3-APTS 10% v/v 
préparé dans une solution tampon de CH3COOHlCH3COONa 50 mM pH 4.0 a été injecté 
afin de remplir le capillaire et laissé réagir à 60°C pendant 5 h. Le microréacteur est alors 
lavé avec de l'eau et une solution 50% v/v contenant du GA 2.5% (diluée dans une 
solution tampon de CH3COOHlCH3COONa 50 mM pH 5.5) et de la chymotrypsine 0.65 
mM a été injectée et laissée réagir pendant 2 h à 25°C. Le microréacteur est alors lavé 
avec une solution tampon de CH3COOHlCH3COONa 50 mM pH 5.5, du NaCI 500 mM 
et avec la solution tampon précédente encore. Une solution de glycine 200 mM est 
ensuite injectée et laissée réagir à 25°C pendant 2 h. Le microréacteur est finalement lavé 
et rempli avec de l'eau et gardé à 4°C jusqu'à usage. 
2.3.7.2 Digestion de HbA 
La même procédure de dénaturation a été utilisée que dans la partie 2.3.1.2. 
Préalable à la digestion, la protéine a été diluée à 2 mg/mL dans une solution tampon de 
Tris-HClI00 mM avec du CaCh 10 mM pH 7.8. La solution de HbA est alors injectée et 
laissée réagir à 25°C. Les peptides sont alors récupérés à la sortie du capillaire et 
analysés par CZE dans un capillaire de 50 J,lm de d.i. en changeant la cartouche. 
·2.3.8 Quantification du glutaraldéhyde 
2.3.8.1 Quantification de groupements aldéhydes du glutaraldéhyde non réagis sur la 
chymotrypsine réticulée 
Lors de la réticulation de la chymotrypsine avec le glutaraldéhyde (section 
2.3.5.1), 1.000 mL de tryptophane 26.79 mM a été ajouté au mélange réactionnel (au lieu 
de la glycine 200 mM) et a été laissé réagir pendant 3h à 22°C. Les surnageants ont été 
récupérés à la fin de la réticulation pour analyse. 
2.3.8.2 Quantification du glutaraldéhyde restant dans les lavages 
Un volume de 1.000 mL des surnageants prélevés après 2h de réaction trypsine-
glutaraldéhyde (lors de la réticulation de la chymotrypsine avec le glutaraldéhyde, section 
2.3.5.1) a été prélevé et a été ajouté goutte par goutte à 1.000 mL de tryptophane 24.42 
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mM. Le mélange a été laissé réagir pendant 48b à 22°C. Le surnageant a été prélevé 
pour analyse. 
CHAPITRE 3 
Réticulation des enzymes avec le glutaraldéhyde 
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Le comportement des enzymes immobilisées diffèrent des enzymes dissoutes à 
cause des effets du matériel de support, ou de la matrice, ainsi que des changements 
conformationnels de l'enzyme qui résulte des interactions avec le support et de 
modifications covalentes des résidus d'acides aminés. Les propriétés observées qui 
changent significativement lors de l'immobilisation incluent l'activité spécifique, le pH 
optimum, le KM, la sélectivité et la stabilité[57]. Dans le cas idéal, l'enzyme immobilisée 
garderait tous les avantages d'une enzyme libre, tels que son activité catalytique 
spécifique et sa sélectivité, sans démontrer ses effets non voulus tel que son autolyse. 
Pour se faire, les conditions de réticulation et de digestion ont été étudiées pour la 
chymotrypsine réticulée. L'activité catalytique des enzymes réticulées a été évaluée et 
des cartes peptidiques de l'hémoglobine humaine ont été produites par électrophorèse 
. capillaire. 
3.1 Études des conditions de réticulation 
La trypsine réticulée avec le glutaraldéhyde utilisée est préparée selon la méthode 
optimisée par Migneault[50] sans modifications. Par contre, lors de l'utilisation de cette 
même méthode pour la chymotrypsine, qui possède des propriétés similaires à la trypsine, 
le même résultat n'a pas été obtenu. 
Tableau 1. Comparaison de la trypsine et de la chymotrypsine réticulée avec le 
glutaraldéhyde lors de l'utilisation des conditions de réticulation de Migneault[50] 
Caractéristiques Trypsine réticulée Chymotrypsine réticulée 
Temps de précipitation <2min 1 h 
Couleur du précipité rose Jaune 
Morphologie du précipité solide légera agrégats 
Rendement de réticulation >95% 90% 
. . 
a : Le « sohde léger» ressemble plutôt à une suspension où le sohde préCipite lentement au fond du tube . 
Idéalement, le temps pris pour observer un précipité devrait être faible afin d'indiquer la 
favorisation de l'équilibre vers la réticulation de l'enzyme et pour diminuer le temps de 
toute la réaction. Le fait que le temps pris pour l'observation d'un précipité soit si élevé 
indique que l'équilibre n'est pas déplacé vers la réticulation. Le changement du rapport 
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de chymotrypsine:GA peut influencer cet équilibre selon le principe de Le Châtelier et 
selon la cinétique de la réaction. Le pH du milieu peut aussi influencer la réaction de 
réticulation puisqu'il permet le changement des charges des acides aminés changeant 
alors la conformation de l'enzyme pour faciliter ou empêcher sa réticulation par le 
glutaraldéhyde. La couleur du précipité jaunâtre peut aussi indiquer que le pH du milieu 
n'est pas idéal puisque cette coloration jaune pourrait être due à une certaine dénaturation 
de l'enzyme. Le rendement obtenu est légèrement plus faible que celui obtenu pour la 
trypsine réticulée ce qui peut indiquer que les conditions utilisées précédemment ne sont 
pas loin des conditions optimales. Donc, plusieurs caractéristiques, telles que le pH de la 
réticulation et le rapport GA:chymotrypsine, seront étudiées. 
3.1.1 pH de réticulation 
Plusieurs pH ont été utilisés pour la réticulation afin de déterminer le meilleur. 
Un rapport de 250: 1 mol:mol de GA:chymotrypsine a été utilisé avec des concentrations 
finales de 2.86 mg/mL pour la chymotrypsine et 0.28% (rn/v) pour le GA. Les solutions 
tampons préparées possédaient toutes des concentrations totales de l'acide faible avec sa 
base conjuguée de 50 mM. Les observations suivantes ont été faites à l'œil. 
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Tableau 2. Réticulation de la chymotrypsine à différents pH 
Solution tampon pH Temps de Précipitation Couleur de 
précipitation après 2 h la solution 
H3P04 2.2 --- Aucun Solution 
précipité claire 
H3PO,JNaOH 4.8 2 min Peu de 
précipité 
CH3COOH/CH3COONa 5.5 <2min Précipité 
HOC(COOH)(CH2COOH)2/NaOH 6.0 blanc fibreux Solution 
HOC(COOH)(CH2COOH)2/NaOH 6.2 légèrement 
HOC(COOH)(CH2COOH)2/NaOH 6.4 jaune 
NaH2PO,JNa2HP04 6.6 Solution 
NaH2PO,JNaOH 6.8 > 10 min jaune 
NaH2PO,JNaOH 6.9 
NaH2PO,JNaOH 8.0 < 90 min Peu de 
NaH2PO,JNaOH 8.8 précipité 
Le temps de précipitation indiqué est noté dès l'observation du moindre précipité et 
indique le début de la réaction de réticulation. En fait, un précipité a pu être observé 
surtout entre les pH 5.5 et 8.0. Par contre, entre les pH 5.5 et 6.6, il était possible de 
remarquer que la taille des précipités augmentait avec le pH et la solution devenait aussi 
de plus en plus jaune, ce qui peut indiquer une certaine dénaturation de l'enzyme. En 
fait, Regan et al. [58] ont remarqué lors de leurs expériences que la rétention de l'activité 
enzymatique était plus grande pour les petites particules. Pour confirmer que l'activité 
des grosses particules est limitée par la diffusion, ils ont utilisé un pilon et un mortier 
pour moudre les particules pour les réduire de taille et ils ont ensuite mesuré l'activité de 
ces dernières. L'activité des petites particules obtenues était plus élevée. Donc, afin de 
garder une petite taille de particules et pour éviter la possibilité d'une dénaturation de la 
chymotrypsine, il a été conclu que le pH optimal pour la réticulation est de 5.5 dans une 
solution tampon de CH3COOHlCH3COONa 50 mM. 
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Le rendement de réticulation a pu être déterminé en quantifiant par spectroscopie 
d'absorption la quantité de chymotrypsine restante dans les surnageants et les lavages 
prélevés à l'aide de solutions étalons (fig. 9). 
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Figure 11. Spectres (4e dérivée) d'absorption des solutions étalons de la chymotrypsine 
dans une solution tampon de pH 5.5 
Les spectr~s de 4e dérivée ont été utilisés pour minimiser, même éliminer, le signal 
d'absorbance provenant du glutaraldéhyde. Il est donc possible de voir que la 
chymotrypsine au pH 5.5 possède plusieurs minima à 288.4 et 294.4 nm ainsi que des 
maxima à 284.8 et 291.4 nm permettant sa quantification malgré la présence du GA dans 
les solutions. Le choix de la longueur d'onde pour l'étalonnage de la chymotrypsine à 
pH 5.5 était basé sur la corrélation, donc la linéarité, ainsi que la sensibilité (la pente), à 
différentes longueurs d'onde. Par 'la Figure 12, il est possible de voir que la longueUr 
d'onde optimale pour l'étalonnage était de 291.4 nm. '. 
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Figure 12. Courbes d'étalonnage de la chymotrypsine dans une solution tampon de pH 
. 5.5 pour la détermination du rendement 
En mesurant l' absorbance (4 e dérivée) des lavages faites lors de la réticulation, il est alors 
possible de calculer la concentration de chymotrypsine restante dans ces dernières avec la . 
courbe d'étalonnage (fig. 10). Connaissant la quantité de chymotrypsine utilisée au 
départ, il est alors possible de calculer le rendement de réticulation qui est de 99.0% 
(Tableau 3), ce qui indique que la réaction de réticulation de la chymotrypsine au pH 5.5 
est quasiment quantitative. 
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Tableau 3. Détermination du rendement de réticulation de la chymotrypsine au pH 5.5 
t1" t l' b b ' 'Â. 291 4 d 1 d l 'f 1 f en u llsan a sor ance mesuree a = nm es avages e a re ICU a Ion 
Absorbance Concentration de Rendement de 
mesurée chymotrypsine réticulation 
(x 10-4) (mg/mL) (%) 
1 2.64 0.0234 98.9 
2 2.42 0.0217 99.0 
3 1.86 0.0173 99.2 
Moyenne --- --- 99.0 
Ecart-type --- --- 0.2 
3.1.2 Rapport molaire de GA:chymotrypsine 
Afin de déterminer le meilleur rapport molaire de GA:chymotrypsine nécessaire, 
plusieurs critères ont été évalués, tels que le temps pour observer un précipité, pour 
pouvoir diminuer le temps de toute la réaction, ainsi que le rendement de la réaction de 
réticulation. Dans ce cas-ci, le temps pris pour l'observation du précipité a été noté lors 
de l'opacité complète de la solution indiquant une abondance de précipité 
comparativement à la réticulation de trypsine aux conditions optimales. Les rapports 
molaires de 25:1 à 500:1 (fig. Il) ont été évalués dans le pH optimal obtenu de 5.5 (voir 
section 3.1.1). 
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Figure 13. Temps observé pour obtenir un précipité selon le rapport 
glutaraldéhyde:chymotrypsine dans une solution tampon de CH3COOHlCH3COONa au 
pH 5.5 
Les rapports molaires de 25:1 et 50:1 de GA:chymotrypsine n'ont pas été inclus dans le 
dernier graphique puisqu'il n'y a pas eu de précipitation, et ce, même après deux heures 
et demie. Il est possible de voir que, à partir d'un rapport molaire de 250: 1, la 
réticulation se fait en dessous de 20 minutes. 
Les rendements des réticulations faites à plusieurs rapports molaires de 
GA:chymotrypsine ont été évalués en quantifiant la chymotrypsine restante dans les 
lavages par spectroscopie (fig. 13). À partir d'un rapport molaire de 250: 1 de 
GA:chymotrypsine, la réaction est quasiment quantitative. L'utilisation d'un rapport de 
GA:chymotrypsine variant entre 250: 1 et 500 : 1 semble être adéquate. Pour les études 
dans ce mémoire, un rapport molaire de 375:1 GA:chymotrypsine a été choisi. 
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Figure 14. Rendement de la réticulation de la chymotrypsine selon le rapport 
glutaraldéhyde:chymotrypsine 
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Enfin, Jansen et al.[12] ont remarqué un maximum de précipitation (86%) au pH 
6.2 et aucune précipitation à des pH inférieurs à 5.7 et à des pH supérieurs à 6.8, ce qui ne 
concorde pas avec les résultats obtenus lors de cette étude. Par contre, leur réaction de 
réticulation a été faite pendant 1 h à O°C avec un rapport molaire de 2875: 1 
GA:chymotrypsine. En fait, quelques conditions de la réticulation n'ont pas été évaluées 
lors de cette étude, telles que la température de la réticulation et l'activité catalytique de 
l'enzyme réticulée selon la quantité de glutaraldéhyde ajouté. En utilisant une 
température moins élevée, on évite alors l'autolyse de l'enzyme. Par contre, le temps de 
réticulation peut être plus élevé puisque la cinétique de la réaction ne serait pas favorisée. 
De plus, Chui et Wan[59] ont établi que, lors de l'ajout d'une grande quantité de GA, il y 
a alors diminution de l'activité catalytique de l'enzyme puisque cette dernière subirait 
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une plus grande distortion à cause d'une réticulation plus extensive. Donc, un solide plus 
compact est beaucoup moins efficace et possèderait une activité catalytique moins 
grande. Pour ces raisons, nous avons décidé de garder un plus faible rapport GA:enzyme 
(e.g. 375:1) permettant quand même une réticulation rapide. 
3.1.3 Inactivation du GA 
La méthode choisie par Migneault[50] pour la désactivation du glutaraldéhyde 
non réagi avec l'enzyme lors de la réticulation est l'ajout de la glycine. En fait, Rho et 
al.[60] ont aussi utilisé la glycine pour bloquer les groupements aldéhydes non réagis lors 
de la réticulation avec le glutaraldéhyde. Par ailleurs, il est aussi possible d'utiliser le 
. tris(hydroxyméthyl)aminométhane ou différentes petites molécules qui réagissent avec le 
glutaraldéhyde, telles que la lysine ou l'éthanolamine[21]. 
La glycine est une petite molécule qui réagit assez facilement avec le 
glutaraldéhyde. Par contre, elle n'absorbe pas comme d'autres acides aminés tels que la 
tryptophane, la tyrosine et le phénylalanine, et n'est donc pas facilement quantifiable par 
détection UV -visible. Pour le simple usage de la réticulation de la chymotrypsine avec le 
glutaraldéhyde, l'arrêt de la réaction par la glycine est suffisant. Par contre, il serait 
intéressant de faire des études pour essayer de déterminer la quantité de glutaraldéhyde 
restante, soit celle liée à l'enzyme et qui possèdent des groupements aldéhydes non réagis 
ainsi que celle qui reste dans les lavages avec l'enzyme non réticulée. Dans ces deux 
derniers cas, l'usage d'une petite molécule absorbante pour l'arrêt de la réaction, tel 
qu'un acide aminé possédant un ou plusieurs groupements aromatiques (tryptophane (W), 
tyrosine (Y) ou phénylalanine (F)), peut s'avérer utile pour la quantification du 
glutaraldéhyde (voir Chap. 5). L'utilisation d'un acide aminé aromatique, contrairement 
à la glycine, facilite sa détection. La spectrophotométrie d'absorption UV ou même 
l'électrophorèse capillaire munie d'un détecteur UV pourrait facilement être utilisée pour 
sa quantification. Le choix d'un acide aminé ou d'une molécule plus polaire que la 
glycine pourrait changer le comportement du produit réticulé final et donc son activité. 
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3.1.4 Procédure optimale de la réticulation de la chymotrypsine avec le 
glutaraldéhyde 
Un volume de 0.200 mL de la chymotrypsine 1.3 mM aq. a été ajouté à 1.485 mL 
d'une solution tampon de CH3COOHlCH3COONa 50 mM pH 5.5 dans un tube de 
centrifugation de 2.0 mL. Ensuite, 0.390 mL d'une solution de GA 2.5% a été ajouté 
goutte par goutte dans le milieu réactionnel et le mélange a été laissé à t.p. pendant 2 h. 
3.2 Caractéristiques des enzymes réticulées 
Lors de la réticulation d'enzymes, il est important de les caractériser afin de 
pouvoir les comparer à d'autres enzymes immobilisées et afin de déterminer la 
reproductibilité de la réaction d'immobilisation. Lors de ces études, les activités 
catalytiques des enzymes libres et réticulées ont été déterminées pour voir l'effet de la 
réticulation sur son activité et la taille des particules a été mesurée. 
3.2.1 Activité catalytique des enzymes 
Le pH du milieu de réaction joue un gros rôle sur la conformation de l'enzyme et 
sur sa capacité de réagir avec le substrat. Au pH optimal de l'enzyme utilisée, son 
activité est supérieure à cause de sa conformation qui facilite et même améliore son 
interaction avec son substrat. En fait, le pH optimal est déterminé en mesurant son 
activité catalytique à plusieurs pH et les activités catalytiques sont reportées sur l'activité 
. maximale au pH optimal. Le pH optimal pour la trypsine libre et réticulée avec le 
glutaraldéhyde a été déterminé par Migneault et al. [22]. 
Figure 15. Effet du pH sur l'activité enzymatique relative de la trypsine libre (.), la 
trypsine réticulée avec le GA (Â) et la CPG-GA-trypsine (0)[22] 
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Il est possible de remarquer que le pH optimal pour la trypsine libre et réticulée est de 
8.0. Aussi, la gamme optimale de pH pour la trypsine réticulée est plus étroite que pour 
la trypsine libre. Donc, lors d'une variation de 0.2 unités du pH optimal, il est possible de 
perdre jusqu'à 60 % de l'activité optimale. 
Les activités spécifiques mesurées à pH 8.0 pour la trypsine libre et réticulées sont 
démontrées dans le tableau suivant. 
Tableau 4. Comparaison des activités spécifiques de la trypsine libre et réticulée à pH 
8.0[22] 
Trypsine KM ou KM,app Vmax ou Activité spécifique 
(mM) Vmax,app UTAME/mg UBAEE/mg 
(mM/min) de trypsine de trypsinea) 
Libre 0.31 0.281 352 20218 
Réticulée 2.8 0.1 4.01 231 
a) 1 U de TAME = 57.5 U de BAEE 
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Les propriétés apparentes (KM,app et V max,app) sont utilisées dans le cas des enzymes 
réticulées puisque l'ensemble du comportement cinétique de l'enzyme est la somme de 
contributions isolées de chaque molécule individuelle d'enzyme, qui peut être réticulée 
via différents groupements amines exposant alors les sites catalytiques différemment[22]. 
Pour des comparaisons commerciales, le substrat ester d'éthyle de a-benzoyl-L-tyrosine 
(BAEE) est souvent utilisée pour la trypsine, mais ce dernier substrat peut se faire 
hydrolyser par la chymotrypsine et ainsi rester dans les préparations de trypsine 
disponibles sur le marché. Par contre, la chymotrypsine contaminante devrait être 
inhibée par la cétone de chlorométhyle de N-Tosyl-L-phénylalanyl (TPCK). (Il est à 
noter que des conditions saturantes d'enzyme ([substrat] ~ 10 KM) n'ont pas été utilisées, 
ce qui peut diminuer la précision des résultats.) 
Comme il est possible de voir, pour une même quantité d'enzyme, la trypsine 
libre possède une activité spécifique de plus de 85 fois supérieure à celle de la trypsine 
réticulée. Cet effet, la diminution de l'activité spécifique de l'enzyme réticulée, est 
souvent observée puisque les sites actifs sont moins accessibles au substrat et la diffusion 
des substrats et produits à travers les réseaux polymériques diminuent les valeurs 
apparentes de V max et augmentent les valeurs de KM[57]. 
Lors de l'étude de l'activité relative pour la chymotrypsine, donc en rapportant 
toutes les activités par rapport à l'activité obtenue au pH optimal, on n'obtient pas tout à 
fait le même pH optimal pour la chymotrypsine libre et réticulée comme illustre la Figure 
16. 
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Figure 16. Effet du pH sur l'activité enzymatique relative de la chymotrypsine libre (.) 
et la chymotrypsine réticulée avec le GA ( .. ) 
Le pH optimal observé pour la chymotrypsine libre est de 8.0, tandis que celui pour la 
chymotrypsine réticulée est de 7.8. Par contre, cet écart de 0.2 unité de pH est non 
significatif et peut simplement être dû à l'accumulation des incertitudes provenant des 
appareils utilisés et des calculs. Il est alors possible de dire, pour la chymotrypsine, que 
son pH optimal se situe entre 7.8 et 8.0. 
En fait, dans ce cas-ci, on observe aussi que la gamme optimale de pH est plus 
étroite pour la chymotrypsine libre que pour la chymotrypsine réticulée, ce qui n'a pas été 
. observé pour la trypsine. La chymotrypsine réticulée retient donc son activité catalytique 
optimale sur une plus grande gamme de pH que la chymotrypsine libre. 
Par contre, il est possible d'observer la même diminution d'activité spécifique lors 
de la réticulation de la chymotrypsine avec le glutaraldéhyde que celle de la trypsine. 
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Ta hl eau 5. ComparaIson d 'fi . 1 es actIvités spécl Iques de la chymotrypsme 1 re et rétIcu ée 
Chymotrypsine KM OU KM,app V max OU V max,app Activité spécifique 
(mM) (mM/min) UBTEE/mgde 
chymotrypsine 
Libre 1.07 0.22 55 
Réticulée 1.3 0.061 1.5 
L'activité spécifique de la chymotrypsine réticulée est presque 40 fois moins grande que 
celle de l'enzyme libre. En fait, Jansen et al.[12] ont remarqué la diminution de l'activité 
catalytique de plusieurs enzymes réticulées au glutaraldéhyde, notamment celle de la 
chymotrypsine. Selon les supports utilisés, les changements conformationnels peuvent 
différer, mais l'effet obtenu, la diminution de son pouvoir catalytique, reste inchangé. En 
fait, Geng et al. [9] ainsi que Sears et Clark[61] ont remarqué la diminution de l'activité 
catalytique de la trypsine lors de son immobilisation. Habeeb[ll] a remarqué le même 
effet lors de la réticulation de la trypsine au glutaraldéhyde lors de ses études. De plus, 
puisque le GA peut se polymériser afin d'obtenir même des oligomères[62], la probabilité 
que le site actif de l'enzyme utilisée soit encombré stériquement est grande. À cause de 
la grande stabilité du lien amino-glutaraldéhyde, il a même été suggéré que la formation 
d'un cycle soit très possible[14]. 
Par contre, il existe des méthodes qui peuvent être utilisées afin d'augmenter 
l'activité spécifique de l'enzyme réticulée ou immobilisée. Il est possible d'utiliser un 
espaceur, une molécule qui peut physiquement diminuer l'encombrement stérique que 
peut causer le glutaraldéhyde envers le site actif de l'enzyme. Geng et al. ont incorporé 
l'albumine sérume bovine (BSA) lors de l'immobilisation de la trypsine avec le 
glutaraldéhyde comme agent de réticulation afin de l'utiliser comme espaceur[9]. Ils ont 
obtenu la meilleure conservation d'activité (75.6%) lors de la présence du BSA lors de la 
réticulation de la trypsine avec le glutaraldéhyde. Nouaimi et al. ont étudié les effets de 
l'utilisation du diamine PEG, du dextran aldéhyde, du dextran amino et du BSA comme 
espaceurs sur l'immobilisation de la trypsine et ont remarqué que le BSA était le plus 
efficace[63]. 
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Une autre méthode proposée pour augmenter l'activité d'une enzyme modifiée 
serait lors de l'ajout de son inhibiteur avant sa réticulation au glutaraldéhyde comme 
proposé par Beaven et Gratzer[54]. Selon ces derniers, lors de la présence de l'inhibiteur, 
la conformation autour du site actif de l'enzyme est stabilisée et la réticulation qui peut 
causer une distortion ne peut plus se faire. En fait, une petite étude sur l'ajout du 
benzamidine, un inhibiteur compétitif connu de la trypsine, lors de la réticulation de cette 
dernière au glutaràldéhyde a été faite et sera plus détaillée au Chapitre 4 de ce mémoire. 
3.2.2 Morphologie des particules 
La taille des particules et sa distribution peuvent grandement influencer 
l'efficacité des enzymes réticulées. La forme de la trypsine réticulée et celle de la 
chymotrypsine réticulée se ressemblent beaucoup. Il est possible de voir cette 
ressemblance à l'aide des deux figures suivantes observées sous un microscope optique 
dé marque Stereomaster de Fisher Scientific. 
Figure 17. Photo de la trypsine réticulée avec le glutaraldéhyde (agrandie 25 X) 
----------------------------------------- -"---- - -
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Figure 18. Photo de la chymotrypsine réticulée avec le glutaraldéhyde (agrandie 20 X) 
Il est à noter que ce ne sont pas des solutions fraîches qui ont été utilisées précédemment 
et les enzymes réticulées ont une tendance à former des agrégats avec le temps. En effet, 
les deux solides se ressemblent beaucoup. Par contre, la chymotrypsine réticulée semble 
avoir plus d'agrégats et est moins « fibreuse» que la trypsine réticulée. Il est possible de 
dire que le nombre de lysines présents peut affecter la réticulation. Par contre, la 
décroissance de lysines disponibles après la réaction de réticulation est une indication de 
l'étendue de la réaction mais pas nécessairement de l'étendue de la réticulation[64]. 
Les deux enzymes réticulées possèdent des distributions de taille assez similaires. 
En fait, il est possible de voir cette ressemblance par les figures suivantes obtenues par 
diffraction laser. 
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Figure 19. Distribution de taille des particules (dz) de trypsine réticulée avec le 
glutaraldéhyde détenninée par diffraction laser 
Il est possible de voir par l'histogramme illustré que la majorité de tailles des particules 
se situent entre 12 et 14 J.Lm pour la trypsine réticulée. 
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Figure 20. Distribution de taille des particules (dz) de chymotrypsine réticulée avec le 
glutaraldéhyde déterminée par diffraction laser 
Il est ainsi aussi pour la chymotrypsine réticulée. TI est à noter que des solutions 
fraîchement préparées ont été utilisées pour effectuer les analyses de taille des particules 
par diffraction laser. Dans ces derniers cas, les tailles des enzymes immobilisées sont 
plus uniformes que ce qui sont représentées sur les figures 17 et 18 montrant des grandes 
variances de taille. Il a été observé, dans les deux cas, que les enzymes réticulées avec le 
glutaraldéhyde ont tendance à former des agrégats avec le temps, surtout lorsque ces 
dernières restent au réfrigérateur pendant une longue période de temps. 
Tableau 6. Distribution de taille des particules de trypsine et de chymotrypsine réticu lées 
Enzyme réticulée avec le GA Taille moyenne (J.1m) 
Trypsine 12.9 ± 0.6 
Chymotrypsine 12.9 ± 0.6 
La quantité de glutaraldéhyde utilisée pour la réticulation ainsi que le nombre de 
lysines présents dans la structure des enzymes protéolytiques influencent possiblement la 
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taille des particules. Par contre, il faut noter que le rapport molaire de glutaraldéhyde:" 
enzyme utilisé est plus élevé pour la chymotrypsine réticulée (GA:chymotrypsine de 
375:1) que celui utilisé pour la trypsine réticulée (GA:trypsine de 250:1) et on observe la 
même distribution de taille dans les deux cas. Il soit fort possible que le rapport de 
glutaraldéhyde:enzyme n'influence que le temps de voir une précipitation et n'augmente 
pas nécessairement la taille du solide obtenu. En fait, le nombre de lysines présents est 
égal dans les deux cas (i.e. 14 par enzyme), ce qui peut possiblement dire que le degré de 
réticulation soit égal dans les deux cas de réticulation avec le glutaraldéhyde. Donc, en 
étudiant la taille des particules, on ne peut que mettre l'emphase sur l'importance de 
. déterminer la quantité de glutaraldéhyde restante pour déterminer si elle influence la taille 
des particules ou l'activité de l'enzyme réticulée. 
3.3 Utilisation des enzymes réticulées pour la cartographie peptidique 
La capacité des enzymes réticulées avec le glutaraldéhyde de produire des cartes 
peptidiques détermine l'usage de celles-ci pour la caractérisation et l'identification des 
protéines. L'hémoglobine humaine (HbA) a été utilisée comme protéine substrat puisque 
cette dernière a été utilisée dans des études précédentes faites par Migneault et al.[22]. 
En fait, les deux cartes peptidiques obtenues sont similaires en faisant la comparaison des 
pics même si la trypsine réticulée possède une activité catalytique inférieure à la trypsine 
libre (fig. 19 et 20). (Il est à noter que le pic apparaissant à 1 min dans tous les 
électrophérogrammes du mémoire provient du système utilisé dû possiblement à 
l'inégalité des volumes à l'entrée et à la sortie du capillaire et ne fait pas partie des cartes 
peptidiques. ) 
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Figure 21. Carte peptidique de HbA dénaturée 2 mg/mL puis digérée par la trypsine 
libre 1 :25 p/p dans une solution tampon de ~HC03 50 mM pH 8.0 à 37°C pendant 4 h 
(A: avec substrat (HbA), B : sans substrat (blanc)); conditions de séparation: solution 
tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm 
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Figure 22. Carte peptidique de HbA dénaturée 2 mg/mL puis digérée par la trypsine 
réticuée 1 :25 p/p dans une solution tampon de ~HC03 50 mM pH 8.0 à 37°C pendant 
4 h (A: avec substrat (HbA), B : sans substrat (blanc)); conditions de séparation: 
solution tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm , 
Par contre, la petite modification au niveau du signal de fond obtenue vers 15 min (fig. 
20) indique que la digestion trypsique n'est pas tout à fait complète. En fait, lorsqu'une 
analyse de l'hémoglobine humaine non digérée par électrophorèse capillaire a été faite 
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dans les mêmes conditions que pour la séparation des peptides trypsiques, il est possible 
de voir un gros pic dédoublé pour le HbA qui sort vers 15 à 20 minutes (fig. 21). (Son 
temps de migration peut varier légèrement à cause des légères différences sur les 
dimensions du capillaire et la solution tampon de séparation utilisés.) 
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Figure 23. Électrophérogramme de HbA non digérée 8 mg/mL; conditions de 
séparation: solution tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld 
=50cm 
On voit le même effet du substrat non digéré complètement pour la chymotrypsine 
réticulée avec le glutaraldéhyde aussi (fig. 23) par rapport à la carte peptidique obtenue 
avec l'enzyme libre (fig. 22). 
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Figure 24. Carte peptidique de HbA dénaturée 2 mg/mL puis digérée par la 
chymotrypsine libre 1 :25 p/p dans une solution tampon de Tris-HCI 0.1 M avec CaCh 
0.01 M pH 7.8 à 37°C pendant 4 h (A: avec substrat (HbA), B : sans substrat (blanc)); 
conditions de séparation: solution tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp 15 kV, Lt 
= 60 cm et "41 = 50 cm 
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Figure 25. Carte peptidique de HbA dénaturée 2 mg/mL puis digérée par la 
chymotrypsine réticulée 1 :25 p/p dans une solution tampon de Tris-HCI 0.1 M avec 
CaCh 0.01 M pH 7.8 à 37°C pendant 4 h (A: avec substrat (HbA), B : sans substrat 
(blanc)); conditions de séparation: solution tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 
15 kV, Lt = 60 cm et "41 = 50 cm 
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Toutefois, il est possible de voir, par les électrophérogrammes pour les enzymes 
libres (fig. 19 et 22), qu'il ya des pics d'autolyse présents dans les blancs (sans substrat). 
Par contre, ceux-ci ne sont pas observables dans les blancs des électrophérogrammes des 
enzymes réticulées avec le glutaraldéhyde. Donc, il est possible de conclure que les 
enzymes réticulées avec le glutaraldéhyde sont plus stables et leurs conformations ne leur 
permettent pas de s'autodigérer puisque sa mobilité est minimisée. 
Il est important de noter que les cartes peptidiques des enzymes libres peuvent 
contenir des activités enzymatiques « traces» qui viennent du fait que la réaction de 
digestion n'a pas été arrêtée mais l'échantillon a plutôt été simplement congelé à -20°C si 
pas analysé immédiatement après la réaction. En fait, à cette température, il peut avoir de 
dégradation étant donné que la température n'est pas assez basse pour désactiver toutes 
les enzymes[65]. Dans le cas de l'enzyme réticulée, on ne rencontre pas cet effet possible 
puisque l'enzyme est enlevée du milieu réactionnel. 
La cartographie peptidique par MALDI-TOF-MS permet de confirmer l'identité 
de la protéine digérée. Les tableaux 7 et 8 montrent les séquences peptidiques du substrat 
utilisé, le HbA, digéré par la chymotrypsine réticulée (même échantillon que pour la carte 
peptidique au fig. 23). 
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Tablèau 7. Peptides obtenus lors de la digestion du HbA (chaîne ex) par la chymotrypsine 
réticulée avec le glutaraldéhyde 1 :25 p/p 
[M+Hf" Position Nombre Séquence [M+H) EcartaI Précision 
théorique (numéro de clivage observé (Da) de 
(Da) de résidu) manqué (Da) masseb) 
(ppm) 
547.2 44-47 0 FPHF 
988.5 16-25 0 GKVGAHAGEY 
1023.5 26-34 0 GAEALERMF 1023.5 0.0 0 
1185.6 119-129 0 TPA VHASLDKF 
1268.7 130-141 0 LASVSTVLTSKY 1268.7 0 
1630.9 1-15 0 MVLSPADKTNVK 
AAW 
1993.0 16-34 1 GKVGAHAGEYGA 1992.5 0.5 251 
EALERMF 
2076.2 100-118 0 KLLSHCLL VTLAA 
HLPAEF 
5466.8 48-99 0 DLSHGSAQVKGH 
GKKV ADAL TNA V 
AHVDDMPNALSA 
LSDLHAHKLRVDP 
VNF 
a) L'écart est par rapport à la masse théorique. 
b) La. précision de masse est le rapport entre l'écart observé et la masse théorique x 106, exprimée en ppm. 
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Tableau 8. Peptides obtenus lors de la digestion du HbA (chaîne ~) par la chymotrypsine 
'f l ' 1 1 Id 'h d 1 25 / re ICU ee avec e gJUtara e lY4 e p p 
(M+H( Position Nombre Séquence (M+HI+ ÉcartS) Précision 
. théorique (numéro de clivage observé (Da) de 
(Da) de résidu) manqué (Da) masseb) 
(ppm) 
382.2 44-46 0 ESF 
480.2 120-123 0 GKEF 
551.3 39-42 0 TQRF 
846.4 124-131 0 TPPVQAAY 846.5 0.1 118 
1307.7 120-131 1 GKEFTPPVQAA y 1307.8 0.1 76 
1487.7 73-86 0 SDGLAHLDNLKGT 
F 
1568.9 132-146 0 QKVVAGVANALA 
HKY 
1691.0 105-119 0 RLLGNVLVCVLA 
HHF 
1705.9 132-147 1 QKVVAGVANALA 1705.8 0.1 59 
HKYH 
1811.9 1-16 0 MVHLTPEEKSA VT 
ALW 
2068.0 87-104 0 ATLSELHCDKLHV 
DPENF 
2370.3 17-38 0 GKVNVDEVGGEA 2369.4 0.9 380 
LGRLLVVYPW 
2637.4 47-72 0 GDLSTPDA VMGN 
PKVKAHGKKVLG 
AF 
a) L'écart est par rapport à la masse théonque. 
b) La précision de masse est le rapport entre l'écart observé et la masse théorique x 106, exprimée en ppm. 
Comme il est possible de voir, par les tableaux 7 et 8 identifiant les masses des peptides 
obtenus, que les quelques masses observées par les spectres MALDI pennet alors 
l'identification de l'hémoglobine humaine digérée par la chymotrypsine réticulée. Lors 
d'une digestion complète et spécifique, on devrait être en mesure d'obtenir 20 peptides et 
3 acides aminés. Par contre, il est très difficile d'observer toutes les masses peptidiques. 
À cause des ions interférents provenant de la matrice, l'observation des pics de <900 Da 
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est presque impossible[66]. La qualité des spectres dépend aussi beaucoup de la 
préparation des échantillons: les étapes de purification et de préconcentration et le dépôt 
de l'échantillon avec la solution de matrice sur la plaque MALDI. En fait, une bonne 
partie des peptides de petites masses se perd lors des étapes de purification et de 
préconcentration. Les masses observées, par contre, permettent de conclure que la 
digestion de l'hémoglobine humaine par la chymotrypsine réticulée avec le 
glutaraldéhyde a été relativement efficace. 
Afin d'améliorer l'efficacité de "la digestion, il est possible de simplementajouter 
une plus grande quantité d'enzyme réticulée. De cette façon, il est possible d'obtenir une 
digestion enzymatique plus complète. En fait, les cartes peptidiques suivantes (fig. 24) 
illustrent l'efficacité et la reproductibilité de l'ajout de chymotrypsine réticulée sans 
compromettre les avantages de cette dernière (i.e. absence des pics d'autolyse). La 
quantité d'enzyme ,réticulée est cinq fois plus élevée par rapport à la figure 25. 
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Figure 26. Cartes peptidiques de trois aliquots différents de HbA dénaturée 2 mg/mL 
puis digérée par la chymotrypsine réticulée 1:5 p/p dans une solution tampon de Tris-HCI 
0,1 M avec CaCh 0.01 M pH 7.8 à 37°C pendant 4 h; conditions de séparation: solution 
tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm 
Il est possible de voir par la figure 26 que trois digestions différentes de HbA donnent des 
cartes peptidiques très reproductibles. En fait, trois analyses d'une même digestion 
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donnent aussi une telle reproductibilité. Le tableau 9 suivant démontrant l'écart-type 
relatif des temps de migration moyens pour quelques pics confirme cette reproductibilité. 
Tableau 9. Reproductibilité des temps de migration CZE pour quelques pics des cartes 
peptidiques de trois aliquots différents de HbA dénaturée 
Temps de migration moyen Écart-type relatif 
(min) (%) 
8.6 1.1 
15.6 1.4 
19.9 0.9 
26.4 0.2 
39.5 1.4 
0.00 [ _____ ~~-" _________ _ 
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Figure 27. Cartes peptidiques d'une même digestion de HbA dénaturée 2 mg/mL puis 
digérée par la chymotrypsine réticulée 1:5 p/p dans une solution tampon de Tris-HCl 0.1 
M avec CaCb 0.01 M pH 7.8 à 37°C pendant 4 h; conditions de séparation: solution 
tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 k~, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm 
Le tableau 10 confirme la reproductibilité des cartes peptidiques des injections faites en 
triplicata dans l'appareil CZE (fig. 25). 
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Tableau 10. Reproductibilité des temps de migration CZE pour quelques pics des cartes 
f d· diA d· f d HbA d' tur ' pepl1 lques e ameme Iges Ion e ena ee 
Temps de migration Ecart-type relatif 
(min) (%) 
8.5 0.3 
15.5 0.7 
19.8 0.6 
26.5 0.3 
40.0 0.4 
Pour la cartographie peptidique, il est essentiel que la réticulation de l'enzyme soit aussi 
reproductible. La figure suivante démontre deux digestions de HbA par deux 
préparations de chymotrypsine réticulée différentes mais avec le même lot et la même 
activité de départ de la chymotrypsine crystalline. 
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Figure 28. Cartes peptidiques de deux digestions de HbA dénaturée 2 mg/mL puis 
digérée par deux préparations différentes de chymotrypsine réticulée 1:5 p/p dans une 
solution tampon de Tris-HCl 0.1 M avec CaCh 0.01 M pH 7.8 à 37°C pendant 4 h; 
conditions de séparation: solution tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt 
= 60 cm et 4t = 50 cm 
En effet, il est possible de voir que deux préparations de chymotrypsine réticulée peuvent 
donner deux cartes peptidiques très similaires et reproductibles. 
Ayant une digestion améliorée et plus complète, on s'attend alors à observer plus 
de masses par MALDI-TOF-MS, ce qui a été observé (tableaux Il et 12). 
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Tableau 11. Peptides obtenus lors de la digestion du HbA (chaîne a) par la 
h t . ,. l ' 1 1 Id 'h d 1 5 / c tymotrypsme rettcu ee avec e gl utara e ty< e P/P 
[M+H)+ Position8 ) Nombre Séquence [M+H)+ Ecart D) Précision 
théorique de clivage observé (Da) de massee) 
(Da) manqué (Da) (ppm) 
547.2 44-47 0 FPHF 
988.5 16-25 0 GKVGAHAGEY 
1023.5 26-34 0 GAEALERMF 1023.4 0.1 98 
1039.5 26-34 0 GAEALERMF 1039.4 0.1 96 
33MSO 
1185.6 119-129 0 TPAVHASLDKF 
1268.7 130-141 0 LASVSTVLTSKY 1268.8 0.1 79 
1630.9 1-15 0 MVLSPADKTNVK 
AAW 
1993.0 16-34 1 GKVGAHAGEYGA 1992.4 0.6 301 
EALERMF 
2062.0 26-43 1 GAEALERMFLSFP 2061.4 0.6 291 
TIKTY 
2076.2 100-118 0 KLLSHCLL VTLAA 
HLPAEF 
3242.8 100-129 1 KLLSHCLLVTLAA 3242.2 0.6 185 
HLP AEFTPAVHAS 
LDKF 
5466.8 48-99 0 DLSHGSAQVKGH 
GKKVADALTNAV 
AHVDDMPNALSA 
LSDLHAHKLRVDP 
VNF 
a) MSO : Méthlonme sulfoxlde, PyroG : ACIde pyroglutamique 
b) L'écart est par rapport à la masse théorique. 
c) La précision de masse est le rapport entre l'écart observé et la masse théorique x 106, exprimée en ppm. 
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Tableau 12. Peptides obtenus lors de la digestion du HbA (chaîne ~) par la 
chymotrypsine réticulée avec le glutaraldéhyde 1:5 p/p 
(M+Ht Position8 ) Nombre Séquence (M+Ht Écartb) Précision 
théorique de clivage observé (Da) de massee) 
(Da) manqué (Da) (ppm) 
382.2 44-46 0 ESF 
480.2 120-123 0 GKEF 
551.3 39-42 0 TQRF 
846.4 124-131 0 TPPVQAAY 846.4 0.0 0 
1307.7 120-131 1 GKEFTPPVQAA 1307.7 0.0 0 
y 
1487.7 73-86 0 SDGLAHLDNLK 1487.7 0.0 0 
GTF 
1568.9 132-146 0 QKVVAGVANAL 
AHKY 
1688.9 132-147 1 QKVVAGVANAL 1688.8 0.1 59 
137 PyroG AHKYH 
1691.0 105-119 0 RLLGNVLVCVL 
AHHF 
1705.9 132-147 1 QKVVAGVANAL 
AHKYH 
1811.9 1-16 0 MVHLTPEEKSA 
VTALW 
2068.0 87-104 0 ATLSELHCDKLH 
VDPENF 
2370.3 17-38 0 GKVNVDEVGGE 2369.2 1.1 464 
ALGRLLVVYPW 
2637.4 47-72 0 GDLSTPDAVMG 
NPKVKAHGKKV 
LGAF 
a) MSO : MéthlOnme sulfoxlde, PyroG : ACIde pyroglutamlque 
b) L'écart est par rapport à la masse théorique. 
c) La précision de masse est le rapport entre l'écart observé et la masse théorique x 106, exprimée en ppm. 
En utilisant plus d'enzyme réticulée pour une masse de substrat donné, il est possible 
d'obtenir une digestion plus complète. En effet, on observe alors plus de masses par 
MALDI par rapport à la digestion par la chymotrypsine réticulée 1 :25 p/p 
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enzyme: substrat. En fait, pUlsque l'utilisation d'une plus grande quantité d'enzyme 
réticulée pennet une digestion plus complète et ne laisse aucun pic d'autolyse, il est alors 
possible d'utiliser plus d'enzyme pour améliorer la digestion. Ye et al. ont utilisé une 
. plus grande concentration de trypsine immobilisée pour leur microréacteur afin d'obtenir 
une activité de 86 fois plus élevée que celle de la trypsine libre (l'activité spécifique de la 
1 
trypsine immobilisée était 22% de celle de la trypsine libre )[36]. 
Donc, une méthode pour la réticulation de la chymotrypsine a été développée et 
son utilisation pour la digestion de l'hémoglobine humaine (HbA) montre alors que son 
usage serait possible dans un microréacteur. Comme prévu, l'augmentation de la quantité 
d'enzyme réticulée génère de meilleures cartes peptidiques, donc des digestions plus 
complètes. Pour la fabrication des microréacteurs, il serait mieux d'utiliser une plus 
grande quantité d'enzyme puisque le but serait de pouvoir obtenir des digestions ne 
durant que de quelques minutes ou même de quelques secondes. Parallèlement, des 
études sur l'augmentation de l'activité de la trypsine réticulée ont été étudiées puisque la 
trypsine réticulée possède une activité catalytique moins grande que sa version native. 
L'ajout d'un inhibiteur réversible serait une option possiblement favorable afin de garder 
la confonnation optimale de l'enzyme pour la digestion. Ces études seront détaillées 
dans le prochain chapitre. 
CHAPITRE 4 
Effet du benzamidine sur l'activité catalytique de la trypsine 
réticulée 
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Une façon d'améliorer l'activité spécifique, comme faite par Beaven et 
Gratzer[54], est d'ajouter un inhibiteur réversible avant la réticulation de l'enzyme. 
L'objectif de cette approche est de conserver la conformation de la trypsine par 
l'insertion de l'inhibiteur dans son site actif afin d'améliorer l'activité catalytique de 
l'enzyme. En fait, ils ont choisi d'ajouter le benzamidine, un inhibiteur connu de la 
. trypsine, avant la réticulation de la trypsine avec le glutaraldéhyde et ont remarqué une 
augmentation de l'activité esterase du solide obtenu lorsque des mesures cinétiques ont 
été faites avec le substrat T AME (ester de méthyle de N-a. p-tosyl-L-arginine). 
Le benzamidine (fig. 27) est un inhibiteur réversible compétitif. 
NH 
Figure 29. Structure du benzamidine 
Les études sur différents amidines comme inhibiteurs compétitifs de la trypsine 
faites par Tanizawa et al. [67] indiquent que le site anionique de la trypsine qui attire les 
acides aminés cationiques du substrat, la lysine et l'arginine, requiert une conformation 
stérique assez stricte. Selon les études faites sur le centre actif de la trypsine faites par 
Mares-Guia et Shaw[68], il existe un site hydrophobique en forme de fente ou de fissure 
dans le site actif de la trypsine localisé entre le site anionique et le site catalytique qui lie 
les chaînes latérales carbonées des substrats ou des inhibiteurs comme l'illustre la figure 
suivante. 
site 
amoruque 
site 
hydrophobique-
site 
catalytique 
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Figure 30. Schéma montrant le comportemant des amidines aromatiques envers le site 
actif de la trypsine. Les lignes de contour avec les valeurs respectives de Ki indiquent les 
exigences stériques du site actitt67]. 
Le tableau suivant (tableau 13) liste les amidines étudiées par Tanizawa et al. [67] et aide 
à expliquer les valeurs de Ki indiquées au fig. 28. 
Tableau 13. Inhibition compétitive de la trypsine par des amidines[67] 
Amidine Kt 
(M) 
1. Benzamidine (1.90 ± 0.10) x 10-:1 
II. N-Methylbenzamidine (1.44 ± 0.35) x lO-.l 
III. a-Naphthamidine (2.43 ± 0.10) x 10-"+ 
IV. I3-Naphthamidine (6.60 ± 0.32) x lO-b 
L'ajout d'un méthyl, comme dans le cas de l'inhibiteur II, diminue son Ki à 10-2• La 
ligne de 10-4 démontre l'orientation défavorisée de l'inhibiteur III. La ligne de 10-6 
suggère que l'inhibiteur IV possède la meilleure structure et est supposé représenter la 
forme approximative du site actif de la trypsine native[67]. 
En fait, les intesités des cartes de densité électronique de Krieger et al.[69] 
démontrent que le benzamidine se lie seulement dans un seul site comparativement à 
d'autres sérine protéases pancréatiques et que le cation amidinium du benzamidine 
interagit avec le groupe carboxylique chargé négativement de l'acide aspartique 189 de la 
trypsine. Les valeurs des constantes d'inhibition, Ki. du benzamidine dans différentes 
conditions, selon la littérature, ont été récoltées dans le tableau suivant. 
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Tableau 14. Inhibition de la J!Ypsine par le benzamidine 
Auteurs pH Température Kï(M) 
(OC) 
Mares-Guia et 8.15 15.0 1.84 x 10-:> 
Shaw[68] 
Béchet et D'Albis[70] 6à8 10 (2.7 ± 0.5) x 10-:> 
Tanizawa et al. [67] 8.2 25 (1.90 ± 0.10) x 10-:> 
Puisque la trypsine a une forte affinité au benzamidine (Ki de l'ordre de 10-5 M), 
ce dernier est souvent utilisé afin de garder la conformation optimale de la trypsine et la 
prévenir l'autolyse. En fait, plusieurs facteurs peuvent causer l'autolyse ou la 
dégradation de l'enzyme. L'enlèvement des protéines de leur environnement cellulaire 
leur sujette à une variation de conditions et processus (des dilutions, des changements des 
conditions de solutions, leur exposition à des enzymes dégradatives, l'oxygène, des 
métaux lourds, des surfaces et des changements de leur condition physique (i.e. la 
congélation et la décongélation)) qui peuvent amener à une perte d'activité ou une 
altération de leur structure[71]. L'inclusion d'inhibiteurs dans des solutions durant et 
après la disruption du tissu (lors de l'isolation de l'enzyme) représente la solution la plus 
favorable pour un problème de protéolyse non voulue[72]. Donc, afin de pouvoir utiliser 
le benzamidine pour conserver la conformation optimale de la trypsine lors de la 
réticulation, il faut d'abord déterminer le pH optimal de la réticulation en présence du 
benzamidine, ensuite, quantifier la trypsine et le benzamidine afin de déterminer le 
rendement de la réaction de réticulation et, enfin, voir le pouvoir de digestion de la 
trypsine inhibée réticulée. 
4.1 pH optimal de la réticulation 
D'abord, quelques études préliminaires ont été faites pour vérifier s'il était bien 
possible d'obtenir un produit insoluble lors de l'inhibition et, ensuite, la réticulation de la 
trypsine. Pour ce faire, la méthode d'inhibition et de réticulation de Beaven et 
Gratzer[54] a été suivie en effectuant, en même temps, quelques études à d'autres pH 
incluant le pH de réticulation de Migneault et al. [22] de 6.8. Le tableau 15 montre des 
précipitations observées. 
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Tableau 15. Inhibition et réticulation de la trypsine dans différentes solutions tampons et 
à différents pH pour un rapport trypsine:benzamidine de 1 :900 
Solution tampon pH Observation après 2b -
NaH2P04 50 mM 6.8 Précipité blanc relativement faible 
NaH2P04 50 mM 8.0 Précipité blanc relativement faible 
NaH2P04 50 mM 8.8 Précipité blanc relativement moyen 
Na2C03 0.5% 10.7 Précipité blanc relativement élevé 
.. 
• L'observatIon a été faIte par rapport aux autres solutIons. Une préCIpItatIon relatIvement élevée est 
constituée d'au moins 30% de précipité par rapport au volume total de la solution. 
Les pH 8.0 et 8.8 ont été choisis aussi lors de ces études préliminaires puisque 
Migneault[50] a observé deux différents types de précipitation lorsqu'elle a fait ses 
études sur l'effet du pH sur la précipitation de la trypsine par réaction avec GA à ces deux 
derniers pH. En fait, il était possible d'observer beaucoup de précipitation aux pH 8.8 et 
10.7. Par contre, au pH 10.7, une plus grande quantité de précipité a été observée. Des 
études faites plus tard dans notre groupe par Santiagos[55], dans des milieux plus 
concentrés en trypsine et en benzamidine, comparant la précipitation au pH 8.5 dans une 
solution tampon phosphate et au pH 10.5 dans une solution tampon carbonate confirment 
cet effet. Il est alors possible de dire que, en présence de benzamidine, la trypsine subit 
. une modification de sa structure qui modifie alors son pH optimal de réticulation à des 
pH plus élevés. 
Ceci peut être dû au fait que le groupement E-amine de la lysine possède un pKa 
de 10.54[2] et que, en effectuant la réaction de réticulation à des pH plus élevés, il est 
possible d'avoir plus de groupements amines non protonés capables de réagir avec le 
glutaraldéhyde comme expliqué précédemment (voir section 3.2.1 dans chap. 3). En fait, 
Migneault[50] n'a pas pu observer de précipitation à des pH plus élevés probablement à 
cause de la dénaturation de la trypsine à des pH élevés (et non à cause de la condensation 
aldolique du glutaraldéhyde) puisque la trypsine n'est pas du tout dans sa gamme de pH 
optimale, donc de 7 à 9[73]. Mais, dans ce cas, en ayant le benzamidine pour la stabiliser 
à des pH élevés, la trypsine peut conserver sa conformation optimale en effectuant la 
réticulation avec le glutaraldéhyde. Par contre, le fait que la trypsine inhibée se réticule 
avec le glutaraldéhyde plus efficacement à des pH élevés ne caractérise aucunement 
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l'efficacité de l'interaction trypsine-benzamidine. Il soit fort possible que, en effectuant 
les réactions d'inhibition et de réticulation à des pH plus élevés, l'affinité de la trypsine 
envers le benzamidine soit moins grand puisque le benzamidine possède un PKa de 11.8 ± 
0.2 à 15°C[70] et sa forme amidinium, chargée positivement, a été prouvée de jouer un 
rôle dans son attachement dans le site actif de la trypsine qui est chargé négativement. 
Donc, ceci renforce aussi le besoin de quantifier le benzamidine et la trypsine non réagis 
afin de déterminer l'efficacité de la réaction de l'enzyme en présence de l'inhibition. 
4.2 Quantification du benzamidine et de la trypsine 
En fait, lors des études par spectrophotométrie UV, les résultats ont été peu 
. concluants puisque le benzamidine et la trypsine absorbaient tous les deux dans la même 
région spectrale. Par contre, ses résultats par électrophorèse capillaire ont été 
prometteurs puisqu'il était capable de séparer le benzamidine de la trypsine en utilisant la 
méthode de séparation des peptides à pH 2.5 avec détection UV comme l'illustre la figure 
31. Les électrophérogrammes B et C sont légèrement décalés à cause de la procédure de 
rinçage qui n'a pas été préalablement optimisée. Ce paramètre est connu pour influencer 
la reproductibilité du temps de migration en électrophorèse capillaire. 
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Figure 31. Électrophérogramme de la séparation du benzamidine de la trypsine dans une 
solution tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5 avec un potentiel appliqué de 15 
kV[55] (A: trypsine 3 mg/mL, B : benzamidine 18.89 mg/mL et C: trypsine 3 mg/mL et 
benzamidine 18.89 mg/mL) 
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Par contre, il n'a pas été détenniné si le fait d'avoir du glutaraldéhyde aussi, présent en 
forte concentration dans la solution, aurait une influence sur la séparation 
électrophorétique de la trypsine ou du benzamidine. De plus, quelques difficultés ont été 
rencontrées lors de cette étude, telles que l'autolyse ou la dégradation de la trypsine à 
haut pH et l'asymétrie du pic de benzamidine. Il reste donc plusieurs paramètres à 
optimiser, tels que la solution tampon (la composition, la concentration et le pH), le 
« work-up » nécessaire pour éviter l'autolyse ou la dégration des analytes, que ce soit une 
modification du pH ou une dilution des solutions de lavage, et les paramètres 
d'électrophorèse capillaire utilisés (le protocole de rinçage avant la séparation, le voltage 
appliqué, les conditions d'injection et la température). 
4.3 Évaluation de la trypsine inhibée réticulée pour la cartographie peptidique 
Afin de pouvoir détenniner si la trypsine inhibée réticulée retient une activité et 
donc peut être utilisée pour la cartographie peptidique, des digestions avec l'hémoglobine 
humaine (HbA) ont été faites. Puisque la quantification de la trypsine et du benzamidine 
n'ont pas pu être faites avec assez de confiance, nous avons effectué des digestions 
trypsiques en considérant que les réactions d'inhibition et de réticulation de trypsine ont 
été faites quantitativement afin de choisir la concentration appropriée en substrat. Les 
figures 32 et 33 montrent les cartes peptidiques obtenues après digestion avec les 
trypsines réticulées à pH 8.5 et 10.5 respectivement. 
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Figure 32. Carte peptidique de HbA dénaturée 2 mg/mL digérée dans une solution 
tampon de Nl4HC03 50 mM pH 8.0 à 37°C pendant 4 h par la trypsine inhibée et 
réticulée 1 :25 p/p au pH 8.5[55] (A : avec substrat, B : sans substrat), conditions de 
séparation: solution tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld 
=50cm 
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Figure 33. Carte peptidique de HbA dénaturée 2 mg/mL digérée dans une solution 
tampon de Nl4HC03 50 mM pH 8.0 à 37°C pendant 4 h par la trypsine inhibée et 
réticulée 1:25 p/p au pH 10.5[55] (A : avec substrat, B : sans substrat), conditions de 
séparation: solution tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld 
=50cm 
Comme il est possible de voir, dans les figures 32 et 33, les digestions sont relativement 
efficaces. Par contre, les digestions trypsiques obtenues sont quand même partielles. 
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Toutefois, il ne faut pas oublier que les digestions ont été faites en considérant que les 
rendements d'inhibition et de réticulation de trypsine soient quantitatifs et qu'il soit fort 
possible qu'ils ne sont pas. Aussi, il reste possiblement des études d'optimisation à 
compléter, quant à la solution tampon utilisée et à son pH. 
Donc, en comparant ces deux derniers électrophérogrammes à celui de la· 
digestion de l'hémoglobine humaine par la trypsine non inhibée réticulée (fig. 20 de chap. 
3), il est possible de dire que les digestions ont pu été faites, dans ces deux derniers cas, 
sans diminuer la qualité de la digestion puisque des pics d'autolyse sont toujours absents. 
L'usage d'un inhibiteur réversible, tel que le benzamidine utilisé dans ces études, semble 
être promettant donnant le pouvoir de garder la conformation optimale de la trypsine. Un 
tel inhibiteur réversible devrait aussi être identifié pour la chymotrypsine. Le 
glutaraldéhyde, jouant un gros rôle dans la réticulation d'enzyme, doit aussi être étudié 
. afin de bien pouvoir développer des enZymes réticulées possédant des activités 
catalytiques optimales. Sa quantification dans son milieu permettrait de mieux 
caractériser l'enzyme réticulée et d'étudier son rôle dans la distorsion de l'enzyme. Ces 
études seront faites dans le chapitre suivant. 
CHAPITRES 
Quantification du glutaraldéhyde 
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Depuis le début de ces études faites par Migneault[50], le glutaraldéhyde a été 
utilisé comme un agent réticulant. Par contre, aucune étude a été faite pour détenniner la 
quantité de glutaraldéhyde non réagie avec la trypsine, qui devrait se retrouver dans les 
lavages, ni pour détenniner la quantité de groupements aldéhydes du glutaraldéhyde qui 
. se retrouvent sur la trypsine réticulée et qui ont réagis avec la glycine. 
La quantification du glutaraldéhyde a commencé à être importante depui,s son 
utilisation pour la fixation des tissus végétaux et animaux pour la microscopie 
électronique. Plusieurs chercheurs utilisant cette méthode, notamment Fahimi[74], 
Anderson[75] et Frigerio et Shaw[76], ont remarqué que l'utilisation de différentes 
concentrations de glutaraldéhyde fait varier énonnément la qualité de la fixation de tissus. 
En fait, c'est la détérioration du glutaraldéhyde, donc la fonnation de produits non 
voulus, tels que des acides, des semi-aldéhydes et des polymères, qui cause problème 
pour la fixation de tissus. 
L'importance de la quantification du glutaraldéhyde lors de la réticulation des 
enzymes avec le glutaraldéhyde vient du fait que la quantité réticulée avec l'enzyme 
protéolytique peut possiblement influencer son activité catalytique. En fait, Regan et al. 
a remarqué qu'il existait une relation inverse entre l'activité et la taille des particules qui 
peut être reflétée par soit une distribution inégale de la protéine entre les particules de 
grandes et petites tailles ou une plus grande limitation diffusionnelle avec les grandes 
particules[58]. Chui et Wan ont détenniné que l'activité enzymatique était inversement 
proportionnelle à la concentration de glutaraldéhyde utilisée[59]. Selon eux, l'utilisation 
d'une plus grande concentration de glutaraldéhyde causerait possiblement une distortion 
de la confonnation du site actif et, avec cette distorsion, l'accès et l' accomodation du 
substrat ne sont pas aussi favorables et une décroissance de l'activité enzymatique est 
alors observée. 
La grande difficulté avec la quantification du glutaraldéhyde est notamment cette 
dégradation décrite dernièrement. De plus, dans le milieu de réaction utilisé pour la 
réticulation d'une enzyme protéolytique avec le glutaraldéhyde, il y a d'autres produits en 
solution qui peuvent affecter les résultats de la détennination du glutaraldéhyde, tel que 
l'enzyme restante non réagie avec l'agent réticulant. Donc, une méthode requierant 
l'absorbance du glutaraldéhyde doit alors être éliminée à cause de la présence de 
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l'enzyme restante qUI, elle, possède une absorbance dans la même région que le 
glutaraldéhyde. 
5.1 Études avec le tryptophane 
Lors de ces études, une tentative a été faite quant à la quantification du 
glutaraldéhyde utilisant le tryptophane. Cette étude a été développée sachant que le 
glutaraldéhyde réagit fortement avec les amines primaires et que le tryptophane est un 
acide aminé possédant des groupements aromatiques qui permettent alors une grande 
absorbance en uv. Sa quantification est alors facile même si une grande quantité de 
tryptophane présente en solution réagisse avec les groupements aldéhydes libres. 
o 
O· 
Figure 34. Structure du tryptophane à pH neutre 
D'autres acides aminés aromatiques, tels que la tyrosine et la phénylalanine, auront pu 
être utilisés aussi mais le tryptophane a été choisi à cause de sa disponibilité au 
laboratoire. En fait, l'ajout du tryptophane pourrait se faire lors de deux étapes de la 
réticulation: 1) lors de la désactivation du glutaraldéhyde (au lieu de l'ajout de la 
glycine) et 2) dans les lavages. 
Surnageant 
GA-C 
Surnageant avec 
GA non réagi 
GA-C avec 
groupements 
aldéhydes non 
réagis 
2)Trp 
GA-Trp 
1) Trp 
Figure 35. Schéma des réactions avec le tryptophane (Trp) pour la quantification du 
glutaraldéhyde (GA) 
73 
L'ajout du tryptophane (Trp) lors de ces dernières étapes permettrait alors de doser les 
groupements aldéhydes du glutaraldéhyde non réagis qui restent sur l'enzyme réticulée 
(GA-C) et du glutaraldéhyde (GA) restant dans les lavages respectivement. Par contre, 
cette méthode de quantification est indirecte et il faut d'abord déterminer si la réticulation 
du tryptophane avec le glutaraldéhyde forme un précipité et si elle est quantitative. 
5.1.1 Quantification de groupements aldéhydes du glutaraldéhyde non réagis sur 
l'enzyme réticulée 
L'analyse du tryptophane restant dans les surnageants, par électrophorèse 
capillaire, après l'arrêt de la réticulation par le tryptophane a permis la quantification de 
groupements aldéhydes non réagis sur la chymotrypsine réticulée. Un peptide, l'alanine-
phénylalanine (AF), a été utilisé comme étalon interne. L'allure de 
l'électrophérogramme de la séparation de l'étalon interne du tryptophane est comme suit: 
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Figure 36. Électrophérogramme de la séparation de l'alanine-phénylalanine 21.5 mM du 
tryptophane 4.88 mM dans une solution tampon de CH3COOH/CH3COONa 50 mM pH 
5.5, conditions de séparation: solution tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 
kV, Lt = 60 cm etLd = 50 cm 
Une courbe d'étalonnage (fig. 35) a ensuite été effectuée utilisant un rapport des aires de 
pic mesurées. 
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Figure 37. Courbe d'étalonnage du tryptophane dans une solution tampon 
de CH3COOHlCH3COONa 50 mM pH 5.5 (Aw/AAF = 0.0483[W] - 0.0004) 
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La courbe d'étalonnage ne passe pas exactement par l'origine notamment puisque 
l'incertitude sur cette valeur, qui est de 0.0017, n'avait pas été tenue en compte. Le point 
indiquant la concentration de tryptophane à 1 mM a été omis puisque les analyses étaient 
moins reproductibles pour cette concentration comparativement à celles aux autres 
concentrations de tryptophane (2 à 5 mM). Sur cette gamme de concentration utilisée, on 
se situe bien dans la gamme linéaire qui sera utile pour la quantification du tryptophane. 
Le tableau 16 suivant montre les résultats obtenus lors de la quantification du 
. tryptophane. 
Tableau 16. Quantité de groupements aldéhydes non réagis sur la chymotrypsine 
réticulée 
Concentration de tryptophane Concentration de groupements 
(mM) aldéhydes du glutaraldéhyde 
(mM) 
Avant Après Avant Après 
12.91 4.61 ± 0.01 93.9 8.30 ± 0.01 
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Avant la réaction de réticulation, on retrouve 93.9 mM groupements aldéhydes en 
solution puisque le glutaraldéhyde, présent à une concentration de 46.9 mM, est un 
dialdéhyde et contient deux groupements aldéhydes. Puisqu'il ne restait que 4.61 mM de 
tryptophane en solution après la désactivation des groupements aldéhydes sur la 
chymotrypsine réticulée, il a été conclu que, après la réticulation entre la chymotrypsine 
et le glutaraldéhyde, il restait 8.30 mM de groupements aldéhydes (8.8% de la quantité de 
départ) sur l'enzyme réticulée. Il est possible de voir, par le tableau précédent, qu'il 
restait plusieurs groupements aldéhydes du glutaraldéhyde qui n'ont pas réagi avec la 
chymotrypsine et qui sont donc libres. Par contre, cette concentration ne tient pas compte 
de l'auto-polymérisation du glutaraldéhyde et considère que le tryptophane réagit avec le 
glutaraldéhyde avec un ratio molaire de 1: 1. Donc, la désactivation du glutaraldéhyde 
. avec le tryptophane a un certain avantage que celui avec la glycine. Puisque la glycine 
n'est pas un acide aminé aromatique, il est difficile de quantifier cette dernière afin de 
pouvoir déterminer la quantité de groupements aldéhydes du glutaraldéhyde restants sur 
la chymotrypsine réticulée. Des digestions de l 'hémoglobine humaine ont été 
effectuées avec la chymotrypsine réticulée pour comparer l'arrêt de la réticulation avec la 
glycine versus avec le tryptophane afin de voir si l'utilisation du tryptophane modifie 
l'activité de l'enzyme réticulée. Les cartes peptidiques suivantes ont été obtenues (fig. 
36). 
0.0150 j 
0.0125
1 0.0100 j 
0.0075 
- uv - ZOOam - uv -lOOam 
A 
0.0050
1 
::::k--....J........B ~v~ 
o 5 10 15 20 25 30 35 
Minutes 
77 
40 45 
Figure 38. Carte peptidique de HbA dénaturée 2 mg/mL digérée par la chymotrypsine 
réticulée 1:25 p/p dans une solution tampon de Tris-HCl 0.1 M avec CaCh 0.01 M pH 7.8 
à 37°C pendant 4 h. A: arrêt de la réticulation par la glycine; B : arrêt de la réticulation 
par le tryptophane, conditions de séparation: solution tampon de NaH2P04 50 mM pH 
2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm 
.11 est possible de voir par le dernier électrophérogramme (fig. 36) que les deux digestions 
obtenues, celle avec l'arrêt de la réticulation par le tryptophane et celle avec la glycine, 
sont très similaires, donc l'utilisation de l'un ou l'autre acide aminé donne des résultats 
comparables. Par contre, l'ajout du tryptophane sur la chymotrypsine réticulée attirerait 
possiblement encore plus les acides aminés aromatiques envers le site actif possédant 
déjà une forte affinité pour ces derniers et l'utilisation du tryptophane permet 
possiblement de faciliter la quantification du glutaraldéhyde. 
5.1.2 Quantification du glutaraldéhyde restant dans les lavages 
Afin de doser la quantité de glutaraldéhyde non réagi avec la chymotrypsine, le 
tryptophane a été ajouté au surnageant récupéré pour former un précipité lourd et brun 
observé qui serait possiblement le tryptophane précipité après sa réaction avec le 
glutaraldéhyde. En fait, l'efficacité de la quantification se base sur la supposition que le 
glutaraldéhyde réagit totalement avec le tryptophane qui est ajouté. Des analyses 
électrophorétiques ont été effectuées, de la même manière que pour quantifier les 
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groupements aldéhydes du glutaraldéhyde restants non réagis sur l'enzyme réticulée, afin 
d'obtenir les résultats suivants. 
Tableau 17. Quantité de glutaraldéhyde restant dans les lavages 
Concentration de tryptophane Concentration de glutaraldéhyde 
(mM) (mM) 
Avant Après Avant Après 
12.21 3.0 ± 0.4 46.9 9.2 ± 0.4 
Il est possible de voir que 80.4% du glutaraldéhyde ajouté lors du début de la réticulation 
a réagi avec la chymotrypsine puisque, au départ, on avait 46.9 mM de glutaraldéhyde et 
on ne retrouve que 9.19 mM qui ait réagi avec le tryptophane. Par contre, cette réaction 
ne tient pas compte de la polymérisation du glutaraldéhyde avec lui-même et considère 
que le glutaraldéhyde réagit avec le tryptophane avec un rapport molaire de 1: 1. Il se 
peut très bien que, puisque le glutaraldéhyde possède deux groupements réactifs qu'un 
mole du glutaraldéhyde ait réagi avec deux moles de tryptophane. 
Enfin, cette approche avec le tryptophane permet une certaine estimation de la 
quantité de glutaraldéhyde qui a réagi avec la chymotrypsine et permet donc d'avoir une 
idée de l'étendue de la réticulation. Il faut, désormais, effectuer plus d'études sur cette 
approche pour assurer que la réticulation qui se fait entre le tryptophane et le 
glutaraldéhyde soit quantitative par un ajout d'excès plus élevé de tryptophane par 
exemple. Lors des études préliminaires faites, il était difficile de dissoudre le tryptophane 
dans le milieu voulu. Il aurait fallu diluer le glutaraldéhyde afin de pouvoir ajouter 
l'excès de tryptophane désiré. De plus, il faudrait faire réagir des concentrations connues 
de tryptophane et de glutaraldéhyde en utilisant différents rapports molaires jusqu'à 
l'épuisement du glutaraldéhyde de départ ajouté pour vérifier qu'il ait bien une réaction 
quantitative qui se fait. 
En fait, une autre manière d'avoir une idée de l'étendue de la réticulation serait 
d'utiliser l'analyse des acides aminés pour déterminer le nombre de lysines non réagis sur 
l'enzyme comme Lee et al. [64] ont fait pour caractériser la réticulation de la collagènase 
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et de la trypsine avec le glutaraldéhyde. Par contre, selon eux, la décroissance de lysines 
disponibles après la réticulation est une indication de l'étendue de la réaction mais pas 
nécessairement de l'étendue de la réticulation puisque l'auto-polymérisation du 
glutaraldéhyde se fait aussi. 
Il existe quelques méthodes de quantification de glutaraldéhyde qui ne sont pas 
encore, à ce jour, appliquées à la méthode de réticulation d'enzyme utilisée. Par 
exemple, Anderson exploite l'efficacité de la réaction des aldéhydes avec 
l'hydroxylamine formant des aldoximes (présumablement via la déshydroxylation du 
groupement carbonyle) afin de quantifier le glutaraldéhyde[75]. Par contre, le titrage de 
l'hydroxylamine requiert l'utilisation de l'indicateur bromophénol bleu qui est souvent 
utilisé comme agent colorant pour les protéines lors de l'électrophorèse sur gel[77, 78]. 
Donc, ayant l'enzyme non réticulée en faible concentration dans les lavages, l'utilisation 
de cette dernière méthode donnerait des résultats légèrement faussés à cause de 
l'interaction ionique formée entre l'indicateur et la protéine. Frigerio et Shaw ont 
développé une méthode simple pour la détermination du glutaraldéhyde en ajoutant, dans 
un premier temps, un excès connu de bisulfite suivi d'un d'un titrage du bisulfite non 
réagi par une solution standard de 13- en présence d'un indicateur d'amidon[76]. 
L'utilisation serait possible puisque le titrage se fait dans une solution tampon phosphate 
à pH 6.85, ce qui est très similaire aux pH utilisés pour la réticulation des enzymes. De 
plus, cette méthode n'est pas affectée par la présence de phosphate, des solutions tampons 
de phosphate-sucrose ou cacodylate, ni par la présence des acides glutariques. Pranaityté 
et al. ont aussi utilisé l'interaètion glutaraldéhyde-bisulfite afin de déterminer le 
glutaraldéhyde dans les développeurs photographiques par électrophorèse capillaire en 
utilisant une couche polymérique cationique, le poly( chlorure de 
diallyldiméthylammonium)[79]. Cette dernière méthode requiert une étape 
supplémentaire de dérivatisation du capillaire avant d'entreprendre la quantification du 
glutaraldéhyde. Par contre, l'analyse se fait à pH 6.0 qui est assez proche des milieux de 
réticulation utilisés. 
En résumé, les deux dernières méthodes n'ont pas encore été appliquées pour la 
méthode de réticulation utilisée qui laisse des petites traces d'enzymes en solution. Donc, 
la vérification de ses effets serait essentielle lors du développement d'un essai efficace 
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pour quantifier le glutaraldéhyde dans les surnageants et lavages. Les études plus 
poussées faites sur le glutaraldéhyde pourraient améliorer le développement des enzymes 
réticulées et des microréacteurs qui se servent de ces dernières. Le chapitre 6 suivant 
. montre les études faites afin de développer des microréacteurs hors lignes et en lignes 
avec CE en utilisant la chymotrypsine réticulée. 
CHAPITRE 6 
Développement des micro ré acteurs 
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L'aspect mécanique pour faire fonctionner un microréacteur est assez complexe. 
Plusieurs obstacles peuvent survenir, tels que des blocages dans les capillaires, des 
solutions tampons différents utilisés pour la réaction enzymatique et pour la séparation 
ainsi que des problèmes de détection. Des études préliminaires ont d'abord été faites en 
utilisant un montage hors ligne afin d'éviter plusieurs complications reliés au montage en 
ligne. 
6.1 Microréacteur hors ligne 
6.1.1 Avec frits 
Dans un premier temps, l'utilisation d'un microréacteur muni de frits pour éviter 
la perte d'enzyme réticulée et muni d'un capillaire de transfert a été utilisé. Le montage 
utilisé a été inspiré de Bonneil[17]. Par contre, des méthodes in-situ (voir sections 2.3.6 
et 2.3.7 du chapitre 2) ont été employées lors des essais détaillés dans ce mémoire 
puisque l'ajout de l'enzyme préalablement réticulée au capillaire était problématique 
causant souvent des problèmes de blocage. Aussi, la réaction de réticulation a été laissée 
pendant la nuit, notamment, puisque le capillaire ne semblait pas être «rempli» par la 
chymotrypsine réticulée après deux heures de réticulation. Cet effet peut être dû au fait 
que le milieu de réaction est beaucoup plus restreint que dans un tube Eppendorf de 2.0 
mL. De plus, la réticulation, cette fois-ci, est faite dans un milieu beaucoup plus 
concentré (pour tous les réactifs) qu 'habituellement en solution en gardant les proportions 
relatives d'enzyme et de glutaraldéhyde égales. Donc, l'augmentation du temps de 
réticulation donne l'impression d'avoir une plus grande quantité d'enzyme réticulée dans 
le microréacteur. 
Les premières digestions effectuées dans ce microréacteur ont été faites en 
laissant la solution de HbA 2 mg/mL réagir pendant différentes prériodes de temps. 
L'analyse de la solution d'entreposage (eau) indique que la chymotrypsine réticulée est 
restée intacte et qu'il n'y a pas eu de perte d'enzyme durant l'entreposage. Tout d'abord, 
des injections fluidiques ont été faites où les temps de résidence de la protéine dénaturée 
ne sont que de quelques secondes. La solution de protéine dénaturée a été injectée à 20 
psi donnant alors une carte peptidique avec l'allure suivante (fig. 39). 
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Figure 39. Carte peptidique de HbA dénaturée 2 mg/mL digérée par la chymotrypsine 
réticulée dans le microréacteur dans une solution tampon de Tris-HCl 0.1 M avec CaCh 
0.01 M pH 7.8 à 22°C; conditions de séparation: solution tampon de NaH2P04 50 mM 
pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm. Écoulement à 20 psi d'Ar appliqué 
donnant une période de digestion de <lOs. 
Remarquant alors que la digestion chymotrypsique a été incomplète dans ce dernier cas, 
une pression moins élevée a été utilisée pour l'injection de la protéine dénaturée dans le 
microréacteur afin de permettre un temps de résidence plus élevé de la protéine. Une 
digestion de l 'hémoglobine humaine à 5 psi donne alors une carte peptidique ayant 
l'allure suivante. 
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Figure 40. Carte peptidique de HbA dénaturée 2 mg/mL digérée par la chymotrypsine 
réticulée dans le microréacteur dans une solution tampon de Tris-HCl 0.1 M avec CaCh 
0.01 M pH 7.8 à 22°C; conditions de séparation: solution tampon de NaH2P04 50 mM 
pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm. Écoulement à 5 psi d'Ar appliqué. 
Par le nombre de pics indiquant des peptides obtenus et par l'allure de la carte 
peptidique, il est possible de dire que la digestion chymotrypsique dans ce dernier cas est 
comparable à celle faite avec une pression de 20 psi. Il faut noter que dans les trois cas 
précédents, lors d'une diminution de la pression d'argon appliqué, le temps de résidence 
du substrat avec l'enzyme est plus élevé permettant la digestion d'une plus grande 
quantité de substrat à la fois. Le jugement des qualités des cartes peptidiques est souvent 
subjectif. Par contre, il est possible de dire que la limite de détection de l'instrument se 
situe autour de 1 J..LM pour un peptide et l'utilisation d'une concentration d'hémoglobine 
humaine de 2 mg/mL, donc 30 J..LM, permettrait facilement l'observation des peptides 
obtenus par sa digestion. Enfin, une dernière digestion avec ce microréacteur a été faite 
pendant 24 h avant son blocage complet. 
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Figure 41. Carte peptidique de HbA dénaturée 2 mg/mL digérée par la chymotrypsine 
réticulée dans le microréacteur dans une solution tampon de Tris-HCl 0.1 M avec CaCh 
0.01 M pH 7.8 à 22°C pendant 24 h sans écoulement; conditions de séparation: solution 
tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm 
En fait, plusieurs remarques ont été faites avec cette première tentation pour la 
fabrication d'un microréacteur. D'abord, les solutions obtenues de protéine digérée 
semblent être incolores et transparentes, ce qui n'est pas l'allure habituelle des solutions 
de protéine digérée en solution. Habituellement, les solutions obtenues sont 
généralement rougeâtres. Cet effet peut être dû au fait que le fer, provenant de 
l'hémoglobine humaine (le substrat) utilisée, se dépose sur les parois du capillaire, 
possiblement attiré par les silanols[80]. De plus, le blocage serait possiblement dû au fait 
que, avec le temps et l'utilisation du microréacteur, la chymotrypsine réticulée, qui n'est 
aucunement attachée aux parois du capillaire, se déplace vers la sortie du microréacteur 
bloquant alors le frit et donc l'accès au capillaire de transfert. Afin d'éliminer ce 
problème de blocage, où il y aurait une accumulation de chymotrypsine réticulée 
empaquetée au bout du microréacteur, il a été décidé de tenter de trouver un moyen afin 
d'immobiliser la chymotrypsine réticulée sur les parois du capillaire du microréacteur. 
La prochaine partie de ce chapitre montrera ces études faites à cet effet. 
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6.1.2 Immobilisation à l'aide de la silanisation 
Plusieurs techniques in-situ peuvent être employées pour l'immobilisation des 
enzymes au capillaire, notamment par la technologie de biotine-avidine[29], par la 
formation de couches électrostatiques[25-27] et par la formation de liens covalents[23, 
28]. La silanisation serait un moyen de créer des liens covalents avec les parois internes 
du microréacteur en utilisant toujours l'enzyme réticulée avec le glutaraldéhyde 
développée lors de ces études. 
La silanisation est le traitement d'une surface inorganique à base de Si02 ayant 
des groupements hydroxyles afin de créer des liens -Si-O-Si-. L'aminosilanisation est 
une technique souvent utilisée pour l'immobilisation d'enzymes sur les particules à base 
de gel de silice[81]. Dans le cas de ce projet, cette technique rendrait les groupements 
amines disponibles sur la surface de la silice du microréacteur lors de l'ajout d'un 
aminoalkoxysilane pour permettre l'enzyme réticulée avec le glutaraldéhyde de 
s'immobiliser (s'attacher) sur les parois du capillaire grâce à ses groupements aldéhydes 
libres. Pour plus de 20 ans, les alkoxysilanes ont été utilisés dans un contexte industriel 
comme agent coupleur pour le glaçage et la teinture d'une variété de matériels[82] et 
donc sa réactivité a été bien étudiée. 
En fait, le 3-aminopropyltriéthoxysilane (3-APTS), un mono-aminosilane, a déjà 
souvent été utilisé pour divers méthodes d'immobilisation d'enzymes sur un support. 
Voivodov et al. [81] ont utilisé cette technique pour immobiliser la pepsine sur du gel de 
silice. Un dérivé de l'isothiocyanate a été utilisé comme agent de couplage au lieu du 
glutaraldéhyde qui serait utilisé dans le cas de ce projet. 
Plusieurs études d'immobilisation d'enzyme utilisent le glutaraldéhyde comme 
agent de couplage. Afin de démontrer l'efficacité de cette méthode d'immobilisation 
avec le glutaraldéhyde, Blasi et al.[83] ont fait la comparaison entre l'immobilisation 
nécessitant trois étapes (l'incubation avec le 3-APTS et, ensuite, le glutaraldéhyde avant 
l'ajout de l'enzyme) et celle utilisant quatre étapes, (l'incubation avec le 3-APTS, le 
.traitement avec le triéthylamine et l'anhydride succinique et, ensuite, l'activation avec le 
chlorure thionylique avant l'ajout de l'enzyme) pour l'immobilisation du glutamate 
déshydrogénase (GDH) sur des supports de silicium afin de l'utiliser lors de formation 
des biocapteurs. La première procédure suscite la réaction avec des groupements amines 
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primaires de la protéine par la formation de bases de Schiff, tandis que la deuxième 
procédure suscite la réaction avec les groupements amines primaires et les groupements 
sulphidriliques de la protéine. Torabi et a/.[56] ont démontré l'efficacité de la méthode 
d'immobilisation décrite pour la co-immobilisation du cholestérol oxidase et du raifort 
peroxidase sur du perlite, un support inorganique contenant 70% de silice. Leurs résultats 
ont démontré que la procédure utilisant le 3-APTS et le glutaraldéhyde était plus efficace 
pour l'immobilisation d'enzyme notamment dû au fait que les groupements amines 
permettent l'immobilisation de l'enzyme sur les supports de silice sans désactiver la 
protéine. 
De plus, plusieurs aminosilanes peuvent être utilisés. Metwalli et a/.[84] ont 
comparé l'utilisation des mono-, di- et tri-aminosilanes (fig. 42) pour le traitement des 
surfaces de verre, pour l'immobilisation d'ADN. Ils ont utilisé plusieurs techniques pour 
la caractérisation des surfaces, notamment la spectroscopie photoélectronique X-ray 
(XPS) pour mesurer semi-quantitativement l'épaisseur de la couche de silane sur les 
sufaces de verres, la spectroscopie Raman, la microscopie de force atomique (AFM) et le 
potentiel zeta. 
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Figure 42. Structures de 3-aminoprolyltriéthoxysilane (3-APTS), N-(2-aminoéthyl)-3-
aminopropyltriméthoxysilane (EDA) et (3-triméthoxysilylpropyl) diéthylènetriamine 
(DETA) [84] 
Leurs résultats ont démontré que le DET A, un tri-aminosilane, offre aussi des avantages 
pour l'immobilisation d'ADN à cause de son potentiel zeta plus élevé que le 3-APTS et à 
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cause de son plus grand contenu de surface en azote. Par contre, sa taille moléculaire est 
plus élevée et les résultats obtenus par AFM ont démontré que le 3-APTS offre une 
surface plus lisse par rapport à la surface rugueuse que donne le DET A. Ces derniers 
résultats peuvent aussi être appliqués pour justifier l'utilisation des aminosilanes pour 
l'immobilisation des protéines. 
L'utilisation des surfaces de silice poreuses contrairement à des sufaces de silices 
non poreuses s'est avérée plus utile selon les études de Singh et al. [85] pour 
l'immobilisation de l'acétylcholinestérase et de l'organophosphate hydrolase sur des 
supports de silice. En fait, leurs études ont démontré que les supports poreux non 
seulement donnaient un meilleur rendement d'immobilisation d'enzyme et une plus 
grande activité enzymatique, mais amélioraient aussi la stabilité enzymatique à long 
terme de l'enzyme immobilisée. F erreira et al. [86] ont utilisé l' aminosilanisation pour 
l'immobilisation et la stabilisation de la protéase Bacillus licheniformis sur différents 
supports de silice. Les différents supports de silice utlisés, dans ce dernier cas, contenait 
de la silice de tailles différentes et activés soit par le 3-APTS ou par le 3-TESPM (le 3-
(triméthoxysilyl)propylméthacrylate). Ils ont remarqué alors que la silice activée par le 
3-APTS avait un moins grand pourcentage de protéine immobilisée mais présentait une 
plus grande activité spécifique et totale. De plus, la silice, ayant des pores plus grosses, 
présentait de plus grandes activités spécifiques relatives que celle ayant des pores plus 
petites. Kim et al. [87], quant à eux, ont utilisé la silice nanoporeuse afin d'immobiliser le 
glutaryl-7 -ACA acylase, une enzyme utilisée pour le processus de bioconversion pour la 
synthèse d'un antibiotique, via le 3-APTS et le glutaraldéhyde, et l'activité enzymatique a 
été étudiée en relation avec la morphologie porique. Ils ont aussi remarqué que l'activité 
enzymatique était meilleure, à cause d'une plus grande quantité d'enzyme immobilisée, 
lorsque la taille des pores était plus élevée jusqu'à l'obtention d'un certain plateau 
(diamètre de 60.9 nm). Par contre, lorsque la taille de pores était plus élevée que 69.3 
nm, l'enzyme immobilisée se séparait de la silice durant le processus de bioconversion. 
En fait, cette méthode d'immobilisation a même été utilisée par Ettalibi et Baratti[88] afin 
d'immobiliser les inulinases extraites de Aspergillus ficuum sur des billes de verres 
poreuses pour l'hydrolyse du sucrose. Contrairement à l'immobilisation avec la silice, 
une plus petite taille de pores des billes (diamètre de 80 Â), donnant une plus grande aire 
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spécifique (400 m2jg) , permettait d'avoir une plus grande quantité d'enzyme 
immobilisée, donc une plus grande activité enzymatique, lors de l'immobilisation sur des 
billes de verres poreuses. 
Comme il est possible de VOIr, plusieurs auteurs ont utilisé la méthode de 
silanisation avec du 3-APTS suivi de l'activation par le glutaraldéhyde, comme agent de 
couplage, pour l'immobilisation d'enzyme sur des supports de silice. Par contre, à ce 
jour, aucune méthode n'a été trouvée utilisant la silanisation pour l'immobilisation 
d'enzyme dans un capillaire de silice fondue. En fait, plusieurs études dans le passé 
démontrent l'immobilisation des enzymes sur des surfaces et sur des parois internes des 
capillaires sans utiliser la silanisation[23, 25-28, 43]. Pour les études décrites dans ce 
mémoire, on voudrait immobiliser (ou ancrer) l'enzyme réticulée sur les parois internes 
des capillaires utilisant la silanisation et non simplement immobiliser l'enzyme. Les 
premières études faites démontrent cette immobilisation simple de l'enzyme sur les parois 
internes du capillaire et les études faites par la suite démontrent l'utilisation de la même 
méthode pour l'immobilisation de l'enzyme réticulée sur les parois internes du capillaire. 
Pour ce faire, la méthode d'immobilisation de Torabi et al. [56] a été utilisée pour la 
silanisation des parois internes d'un capillaire de silice fondue afin d'immobiliser (i.e. de 
retenir) la chymotrypsine réticulée. La réaction de silanisation ainsi que de 
l'immobilisation de l'enzyme sont schématisées dans la figure 43. 
(CII3hCUO t~ OUC-U!-iU-<CUlhfll (CU1h CUO '·f -0 Nil CUO ~.. 1 1 • Si-0-S.-(CH1)J 1": 1 0-t't.. -0 N =CII(CII1hCUO ~ . 1 1 .- Si-0-S.-(CH1h ,... 1 'f 0-
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1 112 , 
ouc -UC+CU(CII1hCU bCII(CII3hOI0 lin 1 
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Si-0-SI-(~1I3h ç, 
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Figure 43. Deux mécanismes possibles de l'immobilisation d'une protéine par le 
glutaraldéhyde et le 3-APTS[56] 
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Le volume occupé par la taille de la chymotrypsine immobilisée dans le microréacteur 
dépendrait du fait que le glutaraldéhyde soit polymérisé ou non et, si oui, de son degré de 
polymérisation. Afin de déterminer les meilleures conditions pour l'immobilisation de la 
chymotrypsine dans un microréacteur, cinq combinaisons des conditions suivantes 
. (tableau 18) dans cinq capillaires différents (tableau 19), microréacteurs 1 à 5, ont 
d'abord été testées. 
91 
Tableau 18. Différentes conditions examinées pour l'immobilisation de la 
chymotrypsine aux parois du capillaire de silice fondue Lt = 20 cm, d.i. = 530 1lIll) 
Etape 1 Etape 2 Etape 3 
Silanisation avec le 3- Ajout du glutaraldéhyde Ajout de la 
APTS chymotrypsine 
la: 3-APTS 10% (v/v) la : GA 10% (v/v) dans 3a: chymotrypsine 0.67 
dans tampon acétate 50 l'eau à 22°C pendant 2h mM dans tampon acétate 
mM pH 4.0 à 75°C 50 mM pH 5.5 à 22°C 
pendant4h pendant2h 
lb: 3-APTS 50% (v/v) lb : GA 50% (v/v) dans 3b : chymotrypsine 1.3 
dans tampon acétate 50 l'eau à 22°C pendant 2h mM dans tampon acétate 
mM pH 4.0 à 75°C 50 mM pH 5.5 à 22°C 
pendant4h pendant2h 
3e : chymotrypsine 0.67 
mM dans tampon acétate 
50 mM pH 5.5 à 4°C 
pendant2h 
le: GA 10% (v/v) et chymotrypsine 0.67 mM dans 
tampon acétate 50 mM ,H 5.5 à 4°C pendant 2 h 
ld: GA 10% (v/v) dans 3d : chymotrypsine 0.67 
l'eau à 4°C pendant 2 h mM dans tampon acétate 
50 mM pH 5.5 à 4°C 
pendant 2 h sans lavage 
avant 
Tableau 19. Microréacteurs avec combinaisons de conditions utilisées 
Microréacteur Conditions (selon tableau précédent) 
1 la, 2a, 3a 
2 la,2b,3a 
3 la,2a,3b 
4 lb,2b,3b 
5 la, 2a, 3c 
6 la,2c 
7 la,2a,3d 
8 la, 2d, 3d 
. Les digestions de 1 'hémoglobine humaine ont été effectuées en faisant passer la protéine 
dénaturée à une pression externe d'environ 2 psi (appliquée au réservoir de la solution 
substrat) ce qui équivaut à un temps de résidence de moins que 10 secondes, les cartes 
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peptidiques montrées dans la figure 44 ont été obtenues. Les injections ont toutes été 
. faites la même journée. 
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Figure 44. Cartes peptidiques de HbA dénaturée 2 mg/mL digérée par la chymotrypsine 
immobilisée dans les microréacteurs 1-5 dans une solution tampon de Tris-HCl 0.1 M 
avec CaCh 0.01 M pH 7.8 à 22°C à 2 psi; conditions de séparation: solution tampon de 
NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm 
Par l'intensité des pics peptidiques ainsi que par la résolution des pics, dans les traces 1 à 
5 à la figure 44, les conditions utilisées pour le microréacteur 5 semblent être les plus 
. efficaces pour cette méthode d'immobilisation. Des digestions de 24 h ont aussi été faites 
pour les autres microréacteurs (1-4) pour tenter d'améliorer la carte peptidique. Les 
résultats donnés dans la figure 45 démontrent que, les cartes peptidiques, dans chacun des 
cas, ont été améliorées en ayant un temps de résidence plus élevé. De plus, cette figure 
démontre la réutilisabilité de ces microréacteurs. 
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Figure 45. Cartes peptidiques de HbA dénaturée 2 mg/mL digérée par la chymotrypsine 
immobilisée dans les microréacteurs 1-4 dans une solution tampon de Tris-HCI 0.1 M 
avec CaCh 0.01 M pH 7.8 à 22°C pendant 24 h; conditions de séparation: solution 
tampon de NalhP04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm 
Ensuite, une méthode d'immobilisation de la chymotrypsine réticulée a aussi été 
développée pour voir si cette méthode serait aussi efficace. La méthode de Torabi et 
al. [56] utilisée précédemment pour l'immobilisation de la chymotrypsine a été donc 
légèrement modifiée. En n'effectuant aucun lavage après la réaction du glutaraldéhyde 
pendant 2 h sur la surface de silice modifiée par le 3-APTS, il serait possible d'obtenir, 
théoriquement, la réticulation d'enzyme dans les capillaires. Aussi, en mélangeant la 
chymotrypsine et le glutaraldéhyde avant son injection simultanée dans les capillaires 
permettrait d'avoir une enzyme réticulée et non simplement immobilisée sur les parois du 
capillaire. Les conditions données dans le tableau 18 ont été utilisées dans trois 
capillaires différents du tableau 19 (microréacteurs 6 à 8). Des digestions d'hémoglobine 
humaine ont été faites pendant 4 et 24 h dans chacun des microréacteurs afin de donner 
. les cartes peptidiques observées dans les figures 46 et 47 respectivement. 
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Figure 46. Cartes peptidiques de HbA dénaturée 2 mg/mL digérée par la chymotrypsine 
immobilisée dans les microréacteurs 1-3 dans une solution tampon de Tris-HCI 0.1 M 
avec CaCh 0.01 M pH 7.8 à 22°C pendant 4 h; conditions de séparation: solution tampon 
de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm 
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Figure 47. Cartes peptidiques de HbA dénaturée 2 mg/mL digérée par la chymotrypsine 
immobilisée dans les microréacteurs 1-3 dans une solution tampon de Tris-HCI 0.1 M 
avec CaCh 0.01 M pH 7.8 à 22°C pendant 24 h; conditions de séparation: solution 
tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm 
Comme il est possible de voir, par les électrophérogrammes des digestions de 4 h (fig. 
46), les conditions utilisées pour le microréacteur 6 ont été les plus efficaces pour 
l'immobilisation de la chymotrypsine réticulée sur les parois du capillaire de silice 
fondue. En augmentant le temps de résidence de la protéine dénaturée dans les 
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microréacteurs jusqu'à 24 h, les cartes peptidiques se sont améliorées par le nombre de 
peptides (Pics) observés et par l'intensité des pics qui est plus importante. Donc, ces 
dernières conditions seraient celles qui seront utilisées lors des essais pour le 
microréacteur en ligne. 
En fait, plusieurs difficultés ont été rencontrées lors de l'immobilisation de la 
chymotrypsine et lors de l'immobilisation de la chymotrypsine réticulée sur les parois du 
capillaire. Notamment, dans ces cas-ci, les microréacteurs peuvent aussi se boucher. Le 
produit réticulé est visiblement un matériau mou qui peut se compacter considérablement 
lorsqu'un liquide poussé par une pression essaye de passer à travers ce dernier. Cet effet 
semble être plutôt aléatoire mais peut aussi être dû aux différentes concentrations de 
réactifs utilisées. Lors de ces études, à part des cartes peptidiques de HbA produits, 
aucune autre étude de caractérisation de la chymotrypsine immobilisée n'a été faite. Ces 
dernières études ont simplement été utilisées afin de tenter de fabriquer un microréacteur 
. en ligne en utilisant les meilleures conditions obtenues à ce jour. 
6.2 Microréacteur en ligne 
Jusqu'à ce moment, les digestions protéolytiques ont été faites soit en solution ou 
en utilisant des microréacteurs hors lignes, où les peptides sont récoltés dans des petits 
tubes, suivies des analyses par électrophorèse capillaire qui sont faites à part après. Le 
but ultime serait d'avoir un système de cartographie peptidique où le substrat est introduit 
et la carte peptidique est produite en ligne en minimisant la manipulation d'échantillon. 
Une telle méthode en ligne aura, entre autres, l'avantage de diminuer les pertes 
d'échantillon lors des transferts. Pour le microréacteur en ligne, il a été décidé d'utiliser 
. une cartouche CE de Beckman-Coulter contenant un capillaire de diamètre interne de 250 
lJlll pour le microréacteur et une autre cartouche contenant un capillaire de diamètre 
interne de 50 lJlll pour la séparation des peptides. L'utilisation d'un plus gros diamètre 
interne pour le microréacteur est essentielle afin de diminuer des blocages causés par 
l'enzyme réticulée immobilisée. Les conditions optimales pour le microréacteur hors 
ligne 1 ont été utilisées pour immobiliser la chymotrypsine réticulée aux parois du 
capillaire. Par contre, la température utilisée pour la silanisation a dû être modifiée 
puisque la température maximale permise pour le système d'électrophorèse capillaire est 
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de 60°C. Donc, le 3-APTS a été laissé réagir à pH 4.0 pendant 5 h à 60°C et, ensuite, le 
glutaraldéhyde 10% (v/v) et la chymotrypsine 0.67 mM ont été ajoutés à pH 5.5 pendant 
2 h à 4°C (voir la section 2.3.7.1). 
Lors de la première digestion d'hémoglobine humaine, une pression de 50 psi 
pendant une minute a été utilisée pour introduire le substrat dans le microréacteur 
capillaire. La carte peptidique issue est montrée à la figure 48. 
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Figure 48. Carte peptidique de HbA dénaturée 2 mg/mL digérée par la chymotrypsine 
réticulée et immobilisée dans le microréacteur en ligne dans une solution tampon de Tris-
HCIO.1 M avec CaCb 0.01 M pH 7.8 à 50 psi pendant 1 minute à 25°C; conditions de 
séparation: solution tampon de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld 
=50cm 
La carte peptidique de la figure 48 montre clairement que la digestion est 
incomplète. Le gros pic à 16 min montre le substrat non digéré. Celle-ci serait 
probablement due au temps de résidence peu élevé couplé à une activité enzymatique 
assez faible. En essayant d'effectuer des lavages après la digestion, le capillaire s'est 
bouché et il n'était plus possible de faire d'autres digestions avec le même microréacteur. 
Un autre a donc été fabriqué en utilisant les mêmes dimensions et les mêmes 
conditions que ce dernier. Par contre, pour éviter des blocages, cette fois-ci, la réaction 
dans le capillaire se fait simplement en « rinçant» le capillaire à une pression de 15.0 psi 
. avec les solutions contenant les réactifs avant de laisser le temps de réaction nécessaire à 
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la température voulue. Une digestion de 4 h du substrat HbA a alors été faite. Les 
résultats sont affichés à la figure 49. 
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Figure 49. Carte peptidique de HbA dénaturée 2 mg/mL digérée par la chymotrypsine 
immobilisée dans le microréacteur en ligne dans une solution tampon de Tris-HCl 0.1 M 
avec CaCh 0.01 M pH 7.8 pendant 4 h à 25°C; conditions de séparation: solution tampon 
de NaH2P04 50 mM pH 2.5, Vapp = 15 kV, Lt = 60 cm et Ld = 50 cm 
Il est possible de voir (fig. 49), dans ce cas-ci, que la digestion de l'hémoglobine 
humaine est plus avancée que la précédente. Par contre, la digestion chymotrypsique 
n'est toujours pas complète comme indiqué par le pic large vers 18 min ce qui est le HbA 
dénaturé avec les peptides chymotrypsiques superposés sur ce dernier. De plus, lors du 
développement du microréacteur en ligne, un capillaire de diamètre interne de 530 JlIll 
(d.e. = 800 ~m) n'a pas pu être utilisé puisque la cartouche Beckman n'a seulement été 
conçue pour l'utilisation des capillaires ayant des diamètres externes jusqu'à 400 JlIll. Ce 
dernier fait affecte sûrement la réaction de silanisation et d'immobilisation d'enzyme à 
l'intérieur du capillaire puisque le volume est plus petit laissant moins de liquide passer 
lorsque les parois sont recouvertes d'enzyme réticulée immobilisée et donc améliorant la 
probabilité de blocage du microréacteur. 
Donc, pour les études faites à ce jour pour le microréacteur en ligne faite par 
aminosilanisation, il est possible de conclure que la réaction de silanisation ainsi que 
d'immobilisation permettent d'immobiliser la chymotrypsine réticulée aux parois du 
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capillaire. Par contre, il faudrait jouer avec les conditions, donc les quantités et les 
concentrations, les rapports molaires pour les réactifs, la température et la durée des 
réactions, afin de réduire le problème de blocage et d'améliorer les digestions 
enzymatiques. Il faudrait aussi faire des expériences de contrôle pour vérifier l'utilité de 
la silanisation par le 3-APTS, donc préparer un capillaire selon les meilleures conditions 
en absence du 3-APTS lors de la première étape. Théoriquement, cette dernière réaction 
devrait immobiliser l'enzyme réticulée pour éviter sa mobilité dans le capillaire et donc 
permettrait la réutilisation du microréacteur. 
Quelques études peuvent aussi être faites afin de caractériser l'enzyme 
immobilisée se trouvant à l'intérieur du capillaire afin de pouvoir améliorer son efficacité 
et son activité. Par exemple, la méthode décrite par Greenberg[89] permettrait de 
déterminer les groupements hydroxyles sur la silice. Voivodov et al. [81] ont décrit une 
méthode pour la détermination des groupements amines sur leur gel de silice. Park et 
al. [10], de leur côté, ont traité le glutaraldéhyde avant son utilisation pour 
l'immobilisation du GL-7-ACA acylase sur le gel de silice afin d'améliorer son activité 
en diminuant les réactions adverses du glutaraldéhyde. En fait, selon eux, en traitant le 
glutaraldéhyde avant au pH 8.5 à 60°C pendant 50 min, l'activité enzymatique augmente 
de 60% lorsqu'elle est comparée à celle sans traitement du glutaraldéhyde. L'utilisation 
des petits substrats, tels que le T AME pour la trypsine et le BTEE pour la chymotrypsine, 
peuvent alors être utilisées pour déterminer l'activité enzymatique du microréacteur 
utilisé. Donc, ces dernières étapes mentionnées peuvent être utilisées pour améliorer la 
méthode pour l'immobilisation de l'enzyme réticulée en mieux caractérisant l'enzyme. 
CHAPITRE 7 
Conclusions et travaux futurs 
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La cartographie peptidique est un outil bioanalytique important pouvant être 
servie afin de comparer rapidement deux échantillons d'une protéine dans l'espoir de 
signaler des modifications post-translationnelles ou des anomalies reliés à la chaîne 
peptidique, et ce, par électrophorèse capillaire, par chromatographie liquide ou par 
spectrométrie de masse. L'électrophorèse capillaire est préférée puisqu'elle permet la 
détection de tous les pics peptidiques grâce à sa haute résolution comparativement à la 
spectrométrie de masse qui ne permet le recouvrement qu'une fraction des fragments 
peptidiques selon sa capacité de s'ioniser. De plus, l'usage des enzymes libres en 
solution peut créer des pics d'autolyse non voulus et non reproductibles rendant la carte 
peptidique difficile à interpréter. L'usage des enzymes immobilisées permet de résoudre 
les effets indésirables des enzymes libres. Plusieurs méthodes permettant la réticulation 
des enzymes protéolytiques avec le glutaraldéhyde ont été développées afin d'obtenir des 
enzymes plus stables, réutilisables et ne créant peu ou pas de pics d'autolyse lors de la 
cartographie peptidique, sans mentionner qu'elles peuvent être utilisées en plus grande 
quantité et en format microréacteur. 
Le présent travail de recherche avait pour but d'appliquer les travaux précédents 
faits par quelques anciens membres du groupe en développant une méthode pour la 
réticulation de la chymotrypsine avec le glutaraldéhyde tout en caractérisant ce type 
d'enzyme et en utilisant ces dernières enzymes pour développer un microréacteur en 
ligne pour la cartographie peptidique. 
Tout d'abord, le projet de recherche détaillé dans ce mémoire a permis de décrire 
une méthode développée pour la réticulation de la chymotrypsine avec le glutaraldéhyde 
tout en caractérisant les enzymes (la trypsine et la chymotrypsine) réticulées avec le 
glutaraldéhyde, tels que décrits au Chapitre 3. Des études des conditions de réticulation 
ont été faites afin d'évaluer le pH de réticulation optimal, déterminé par le rendement, le 
rapport molaire de glutaraldéhyde:chymotrypsine optimal, déterminé par le temps 
nécessaire pour observer un précipité et par le rendement, et le moyen pour inactiver le 
glutaraldéhyde. L'utilisation d'une solution tampon d'acétate 50 mM au pH 5.5 avec un 
rapport molaire de glutaraldéhyde:chymotrypsine de 375:1 a permis une réticulation de la 
chymotrypsine avec le glutaraldéhyde presque quantitative selon la limite de détection 
par spectroscopie d'absorption de dérivée. La caractérisation des enzymes réticulées 
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avec le glutaraldéhyde, la trypsine et la chymotrypsine, a aussi été détaillée. L'activité 
spécifique de la trypsine réticulée était de 4.01 U TAME/mg de trypsine, tandis que celle 
de la chymotrypsine réticulée était de 1.5 U BTEE/mg de chymotrypsine. Ces derniers 
résultats concordent avec la littérature qui confirme que l'activité enzymatique diminue 
lors la réticulation ou l'immobilisation d'une enzyme[9, 11, 12, 61]. La taille des 
particules de la trypsine et la chymotrypsine réticulée étaient très similaires donnant, 
toutes les deux, des tailles moyennes de (12.0 ± 0.6) J.Lm. Les cartes peptidiques obtenues 
par électrophorèse capillaire et par spectrométrie de masse, soit par MALDI-TOF, ont 
permis de conclure que les enzymes réticulées avec le glutaraldéhyde peuvent produire 
des digestions efficaces du substrat employé (le HbA), sans créer de pics d'autolyse, et 
reproductibles même en augmentant la quantité d'enzyme réticulée. 
Des études préliminaires ont été faites afin de tenter d'améliorer l'activité 
spécifique de la trypsine réticulée par l'utilisation de son inhibiteur réversible, le 
benzamidine, pendant la réaction de réticulation. Ces dernières études ont été effectuées 
avec Denis Santiagos, stagiaire d'été. Le pH optimal de la réticulation en présence de 
l'inhibiteur a été déterminé, donc de 10.7, et ce, par l'observation du précipité (sa 
présence et son volume). Les études faites pour quantifier le benzamidine et la trypsine 
ont permis de conclure que l'électrophorèse capillaire pourrait être utilisée pour ces fins 
en améliorant quelques paramètres de séparation. La trypsine inhibée réticulée a même 
été utilisée pour la digestion de l'hémoglobine humaine pour la cartographie peptidique 
par électrophorèse capillaire démontrant sa possibilité d'utilisation éventuelle pour ces 
fins. 
Le Chapitre 5 décrit les études faites pour la quantification du glutaraldéhyde, et 
ce, pour les groupements aldéhydes non réagis sur l'enzyme réticulée et pour le 
glutaraldéhyde restant dans les lavages. Ces quantifications ont été faites en utilisant 
l'ajout d'une quantité connue de tryptophane au départ et en la comparant avec la 
quantité de tryptophane restante suivant sa réaction avec le glutaraldéhyde. Des essais 
par électrophorèse capillaire ont été faits pour quantifier le tryptophane non réagi. Ces 
résultats ont montré que 80.4% du glutaraldéhyde, avec 9.2 mM de glutaraldéhyde restant 
comparativement à sa concentration de départ de 46.9 mM, a réagi avec la chymotrypsine 
mais 8.8% des groupements aldéhydes du glutaraldéhyde sont libres. Par contre, la 
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réaction de tryptophane avec le glutaraldéhyde a été présumée être quantitative mais il 
faudrait vérifier si elle est belle et bien quantitative. Quelques autres méthodes de 
quantification de glutaraldéhyde ont aussi été proposées et détaillées lors de ce chapitre. 
Utilisant les conditions optimales de réticulation de la chymotrypsine, un 
microréacteur hors ligne a d'abord été utilisé pour la fabrication du microréacteur en 
ligne. L'utilisation des frits pour retenir la chymotrypsine réticulée s'est avérée 
. inefficace créant des blocages fréquents qui sont survenus avec plusieurs usages du 
microréacteur. L'aminosilanisation des parois internes du microréacteur par le 3-APTS a 
alors été utilisée pour immobiliser la chymotrypsine réticulée aux parois du capillaire 
servant comme microréacteur. L'optimisation de cette méthode a été faite montrant alors 
que l'aminosilanisation faite par le 3-APTS 10% v/v dans une tampon acétate 50 mM à 
pH 4.0 à 75°C pendant 4 h suivie par la réticulation de la chymotrypsine 0.67 mM et le 
glutaraldéhyde 10% v/v dans une tampon acétate 50 mM à pH 5.5 à 4°C pendant 2 h sont 
les méthodes les plus efficaces pour l'immobilisation de l'enzyme réticulée. Ceci a été 
conclu en jugeant simplement la qualité de la carte peptidique de l 'hémoglobine humaine 
obtenue par électrophorèse capillaire. Lors de l'utilisation de ces conditions en ligne, par 
contre, plusieurs problèmes se sont survenus, notamment le blocage du capillaire. La 
température de silanisation a aussi été modifiée puisqu'elle est limitée par le système 
d'électrophorèse capillaire. Néanmoins, les études faites en ligne ont permis de conclure 
que la réaction d'immobilisation de ·la chymotrypsine réticulée permettrait de produire 
une enzyme active parce que des cartes peptidiques ont été obtenues. Il serait, par 
contre, idéal de modifier quelques paramètres des réactions de silanisation et de 
réticulation afin de mieux convenir au système fluidique utilisé. 
Enfin, les objectifs de départ, donc le développement d'une méthode pour la 
réticulation de la chymotrypsine avec le glutaraldéhyde et la fabrication d'un 
microréacteur en ligne, ont été atteints même s'il reste des améliorations à faire au 
microréacteur en ligne. Remarquant alors que l'activité enzymatique des enzymes 
réticulées est inférieure à celle des enzymes libres, il serait idéal, dans la mesure du 
possible, de tenter d'améliorer son activité, soit avec l'usage de leur inhibiteur ou par une 
autre méthode, telle que l'usage d'un autre acide aminé pour la désactivation du 
glutaraldéhyde. La taille des particules d'enzyme réticulée semble aussi avoir une 
------------
103 
influence sur l'activité catalytique de l'enzyme et des futures études faites sur ce sujet 
pourraient aussi améliorer la qualité des enzymes réticulées. De plus, la découverte d'un 
essai fiable pour quantifier le glutaraldéhyde adaptée à la méthode de réticulation 
permettrait alors de déterminer la masse d'enzyme réticulée utilisée pour les digestions 
enzymatiques. Il faudrait possiblement songer à utiliser la chromatographie liquide 
couplée à la spectrométrie de masse (LC-MS) pour suivre la réaction de polymérisation 
du glutaraldéhyde. Pour ce qui est des études sur les microréacteurs en ligne, il faudrait 
changer quelques conditions de silanisation et d'immobilisation afin de les adapter au 
système d'électrophorèse capillaire pour produire rapidement des cartes peptidiques 
. reproductibles en minimisant la probabilité de blocage du microréacteur utilisé. La 
méthode utilisée pour la cartographie peptidique en ligne étant optimisée, des études sur 
les limites de détection seraient la suite logique, et ce, pour la limite de détection 
instrumentale et sur la méthode elle-même. Il serait aussi intéressant de tenter la 
réticulation d'une autre enzyme protéolytique disponible, par exemple le GluC ou 
l' AspN, selon la méthode utilisée pour la trypsine et la chymotrypsine. Ces enzymes 
possèdent, eux aussi, une certaine spécificité et donc sont utilisées pour la cartographie 
peptidique. Les méthodes de silanisation et d'immobilisation décrites dans ce mémoire 
peuvent aussi être utilisées pour d'autres enzymes en format microréacteur en ligne. 
L'usage d'un microréacteur en ligne donnerait des cartes peptidiques reproductibles sans 
pics d'autolyse et l'immobilisation d'enzyme permettrait une plus grande stabilité 
d'enzyme sans mentionner le fait qu'elle serait réutilisable. Ce dernier point est le plus 
important pour les enzymes qui coûtent très chères telles que le GluC et l'AspN. 
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Annexe A. Les 20 acides aminés naturels 
Acide aminé Structure Masse pK. pKl pKR 
[90] moyenne a-COOH[2] a-NH3+[2] Chaîne 
(Da) [2] latérale[2] 
Alanine Yy- 71.1 2.35 9.87 Ala H2 
A 
Arginine H~H 156.2 1.82 8.99 12.48 
Arg H (guanidino) 
R 
H.... 
H2 
H 
Asparagine ?f 114.1 2.14 8.72 Asn H2 N H 
Acide aspartique ~ 115.1 1.99 9.90 3.90 Asp (f3-COOH) H2 D H 
Cystéine H'~ 103.1 1.92 10.70 8.37 Cys (sulfhydryl) 
C 
Acide glutamique 129.1 2.10 9.47 4.07 
Glu R (y-COOH) H2 E H 
Glutamine :1"' 128.1 2.17 9.13 GIn 11, H. 
H 
Q 
114 
Glycine 
H2NA H 57.0 2.35 9.78 
Gly 
G 
Histidine f 137.1 1.80 9.33 6.04 His '\ (imidazole) Hz H H 
Isoleucine 113.2 2.32 9.76 ~ Ile f1.. H H2N 1 
Leucine 113.2 2.33 9.74 
Leu ~ Hz L 
Lysine ~' 128.2 2.16 9.06 10.54 Lys (E-NH31 
K 
Methionine 
.:y: 131.2 2.13 9.28 Met H2 
M 
Phenylalanine 147.2 2.20 9.31 
Phe x;9 Hz 
F 
Proline 9Y 97.1 1.95 10.64 , H Pro H 
P 
Serine XC 87.1 2.19 9.21 Ser H2 H 
S 
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Thréonine Y( 101.1 2.09 9.10 11 .' Thr '< H H2N 
T 
Tryptophane 186.2 2.46 9.41 
Trp ~" li" H 
W 
HlN . 
Tyrosine 
"4 
163.2 2.20 9.21 10.46 
Tyr (phénol) 
y 
Valine ~ 99.1 2.29 9.74 Val H2 
V 
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Annexe B. Structures primaires des protéines utilisées 
Trypsine bovine{91, 92J 
. IVGGYTCGAN TVPYQVSLNS GYHFCGGSLI NSQYVVSAAH CYKSGIQUVRL 
GEDNINVVEG NEQFISASKS IVHPSYNSNT LNNDIMLIKL KSAASLNSRV 
ASISLPTSCA SAGTQCLISG WGNTKSSGTS YPDVLKCLKA PILSNSSCKS 
A YPGQITSNM FCAGYLQGGK DSCQGDSGGP VVCSGKLQGI VSWGSGCAQK 
NKPGVYTKVC NYVSWIKQTIASN 
Ponts disulfures : 7-137; 25-41; 109-210; 116-183; 148-162; 173-197 
. a-Chymotrypsine bovine{2, 93J 
CGVP AIQPVL SGL IVNGE EA VPGSWPWQ VSLQDKTGFH FCGGSLINEN 
WVVTAAHCGV TTSDVVV AGE FDQGSSSEKI QKLKIAKVFK NSKYNSLTIN 
NDITLLKLST AASFSQTVSA VCLPSASDDF AAGTTCVTTG WGLTRY AN 
TPDRLQQASL PLLSNTNCKK YWGTKIKDAM ICAGASGVSS MGDSGGPLV 
CKKNGA WTLV GIVSWGSSTC STSTPGVY AR VTAL VNWVQQ TLAAN 
Ponts disulfures: 1-122; 42-58; 136-201; 168-182; 191-221 
Hémoglobine humaine adulte (HbA){94J 
Chaîne a 
MVLSP ADKTN VKAA WGKVGA HAGEYGAEAL ERMFLSFPTT 
KTYFPHFDLS HGSAQVKGHG KKVADALTNA VAHVDDMPNA 
LSALSDLHAH KLRVDPVNFK LLSHCLLVTL AAHLPAEFTP 
·A VHASLDKFL ASVSTVLTSK YR 
Chaînep 
MVHLTPEEKS AVTALWGKVN VDEVGGEALG RLLVVYPWTQ 
RFFESFGDLS TPDA VMGNPK VKAHGKKVLG AFSDGLAHLD 
NLKGTFATLS ELHCDKLHVD PENFRLLGNV LVCVLAHHFG 
KEFTPPVQAA YQKVV AGV AN ALAHKYH 
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Annexe C. Méthode utilisée pour la séparation des peptides par électrophorèse 
capillaire 
Evènement Valeur Durée Solution 
1 Rinçage-Pression 20.0 psi 3.00 min HCl 0.1 M 
2 Rinçage-Pression 20.0 psi 3.00 min NaH2P0450 
mM pH 2.5 
3 Injection-Pression 0.5 psi 5.0 s Echantillon 
4 Attente 0.00 min 
5 Séparation-Voltage 15.0 kV 45.00 min 
6 Arrêt de données 
7 Rinçage-Pression 20.0 psi 1.00 min NaOH 1 M 
8 Attente 0.20 min 
9 Rinçage-Pression 20.0 psi 1.00 min H20 
10 Rinçage-Pression 20.0 psi 2.00 min HCll M 
11 Fin 
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Annexe D. Procédure optimale de la réticulation de la chymotrypsine avec le 
glutaraldéhyde 
Un volume de 0.200 mL de la chymotrypsine 1.3 mM aq. a été ajouté à 1.485 mL 
d'une solution tampon de CH3COOHlCH3COONa 50 mM pH 5.5 dans un tube de 
centrifugation de 2.0 mL. Ensuite, 0.390 mL d'une solution de GA 2.5% a été ajoutée 
goutte par goutte dans le milieu réactionnel et le mélange a été laissé à t.p. pendant 2 h. Il 
a ensuite été centrifugée à 327 x g (3000 rpm) pendant 2 min et 1.000 mL du surnageant 
a été prélevé. Les solides ont ensuite été lavés avec 3 x 1 mL de solution tampon, 3 x 1 
mL de NaCl 500 mM et 3 x 1 mL de solution tampon. 1.000 mL de glycine 200 mM a 
ensuite été ajouté au mélange réactionnel et laissé à t.p. pendant 3 h. Le mélange final a 
été centrifugé à 327 x g (3000 rpm) pendant 2 min, le surnageant a été prélevé et les 
solides ont alors été lavés avec 3 x 1 mL de solution tampon et 3 x 1 mL d'eau déionisée. 
La chymotrypsine réticulée a été gardée dans l'eau déionisée au réfrigérateur jusqu'à 
usage. 
